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ÖZET 

 

Çocukluk Çağı Akut Lenfoblastik Lösemili Hastaların ve Sağlıklı Vericilerin 

Kemik İliklerinden Elde Edilen Mezenkimal Kök Hücrelerin  

Lösemik Blastlar Üzerindeki Etkilerinin Karşılaştırılması 

 

 

 Akut lenfoblastik lösemi çocukluk çağında en sık görülen kanserdir. Kür 

oranı yüksek olmasına rağmen, çocuklarda önde gelen ölüm sebeplerinden biridir.  

Kemik iliği mikroçevresi lösemi başlangıcında ve sürecinde önemli rol oynar. 

Mikroçevreyi oluşturan hücreler, özellikle mezenkimal kök hücreler (MKH), 

büyüme faktörleri, sitokinler ve hücre içi sinyallar üreterek ALL hücrenin 

sağkalımını, çoğalmasını ve ilaç direnci göstermesini düzenler. MKH’lerin lösemik 

hücre sağkalımına etkisi tam olarak bilinmemekle beraber salgılanan çeşitli sitokinler 

ya da blastlarla etkileşiminin etkisinin olduğu düşünülmektedir.    

 

 Çalışmamızda ALL’li ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin blastik hücreler 

üzerindeki apoptotik etkisi in vitro da hücre-hücre kontağı olmadan (membranlı) ve 

hücre-hücre kontağı sağlanarak (membransız) yapılan kokültür deneyleriyle 

incelenmiş ve blastik hücrelerin apoptotik özellikleri flow sitometri yöntemiyle 

analiz edilmiştir. Ayrıca MKH’ler de β-katenin proteinin ve apoptotik proteinler olan 

Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3’ün ekspresyon çalışmaları immunositokimyasal olarak 

belirlenmiştir. 

 

Kokültür sonuçlarımıza göre hasta ve sağlıklı MKH’lerin blastlarla 

etkileşiminde apoptotik anlamda bir fark olmadığı ancak membranlı ve membransız 

olarak kokültüre edilen blast hücrelerinin apoptoz oranlarının değiştiği saptandı. 

MKH’lerde incelenen β-katenin, Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3 ekspresyonunun hasta-

sağlıklı gruplarda ve membranlı–membransız gruplarda değiştiği görüldü.  

 

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, çocukluk çağı akut lenfoblastik lösemi,  

mezenkimal kök hücre, β-katenin 
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ABSTRACT 

 

Comparison of Effects of Mesenchymal Stem Cells Derived From Bone Marrow 

of Patients with Childhood Acute Lymphoblastic Leukemia and  

Healthy Donors on Leukemic Blasts 

 

Acute lymphoblastic leukemia (ALL) is the most common malignancy in 

childhood. Despite the high rate of cure, ALL is one of the leading causes of death in 

children. The bone marrow microenvironment plays an important role in the 

initiation and progression of leukemia. Various components of this 

microenvironment, particularly MSCs, regulate ALL survival, proliferation, and drug 

resistance by producing growth factors, cytokines, and intracellular signals. The 

exact role of MSCs in leukemic cell survival is not well known, but probably they 

show their effects through secreting various cytokines or interact with the leukemic 

cells.  

 

In our study, the apoptotic effects of MSCs of patients with childhood ALL 

and healthy donors on blastic cells were investigated in vitro by coculturing without 

cell-cell contact (with membrane) and providing cell-cell contact (without 

membrane). Apoptotic properties of blasts were analyzed by flow cytometry. The 

expression studies of β-catenin and Bax, Bcl-2 and Caspase 3 which are apoptotic 

proteins were determined as immunocytochemical methods in MSCs. 

 

 According to the result of coculture studies, when apoptotic rates of 

healthy-patients and with membrane, without membrane gorups were compared, it 

was found out that there is no difference in the MSCs interaction with blasts of 

healthy donors and patients whereas it was seen that apoptosis rates of the blastic 

cells which were cocultured with and without membrane changed. In addition, it was 

noticed that β-catenin, Bcl-2, Bax and Caspase 3 expression of MSCs showed 

changes in patients and healthy donors as well. 

 

Keywords: Apoptosis, Childhood acute lymphoblastic leukemia, 

mesenchymal stem cell, β-catenin 
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GİRİŞ 

 

 

Birçok gelişmiş ülkede çocuklarda en yaygın ikinci ölüm sebebi olan kanser, 

ülkemizde de ilk sıralarda yer almaktadır (1). Kemik iliği kökenli hematopoez 

sırasında B ve T lenfosit olması yönünde uyarılan lenfoid progenitör hücrelerin 

malign dönüşümü sonucu oluşan Akut Lenfoblastik Lösemi (ALL), daha çok 

çocukluk çağında görülen oldukça agresif, malign hematolojik bir hastalıktır (2,3). 

Son yıllarda ALL ile ilgili bilgilerin artması ve geliştirilen yeni terapilerin ortaya 

çıkması oldukça önemli olmuştur. Buna rağmen önemli sayıda ALL hastası ya 

relapstan ya da tedaviye direnç göstererek hayatını kaybetmektedir (4). 

 

Organizmanin en zengin kök hücre kaynağı olan kemik iliğinde, 

mezodermden köken alan hematopoetik, mezenkimal kök/stromal ve endotelyal 

hücreler bulunmaktadır. Stromal kökenli olan mezenkimal kök hücreler (MKH), 

hematopoetik kök hücrenin (HKH) stromaya tutunmasında, çeşitli sitokinlerin 

salınımı ile   hematopoetik öncü hücrenin olgun hücreye farklılaşmasında veya bazı 

sitokinlerin inhibisyonu ile kök hücrenin siklusun G0 fazında kalarak kök hücre 

rezervi oluşturmasında, kendini yenilemesi ya da gerektiğinde diğer dokulara 

mobilizasyonu gibi önemli biyolojik fonksiyonlara sahiptir (5). Hematopoetik kök 

hücreler ile kemik iliği mikroçevresinde yer alan stromal hücreler arasındaki 

etkileşimlerin ve değişimlerin lösemi gelişiminde veya seyrinde rol oynadığı ileri 

sürülmektedir (6). 

 

Kemik iliği mikroçevresi löseminin başlamasında ve ilerlemesinde önemli rol 

oynar. Temel görevinin hematopoezin devamını sağlamak olduğu bilinen MKH’ 

lerin, lösemi gibi primer kemik iliğinden kaynaklanan ve metastatik kemik iliği 

kanserlerinde de kanser hücreleri için kemoatraktan faktörler salgılayarak kanser 

hücrelerinin çoğalması için uygun mikroçevreyi sağladığı düşünülmektedir. 

Mikroçevrede yer alan MKH’ lerin ALL hücrelerinin sağkalımlarını, çoğalmalarını 
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düzenlediği, o hücrelerle kontakt kurarak ya da çeşitli büyüme faktörleri, sitokinler 

salgılayarak etki gösterdiği düşünülmektedir (6).  

 

Hematopoetik prekürsörlerde matürasyonun duraklaması ve blastların hızlı 

proliferasyonu, programlı hücre ölümü olan apoptoz yapabilme özelliğinin 

azalmasıyla sonuçlanır. Apoptoz özellikle hematopoetik sistemde hücrelerin 

homeostazında anahtar rol oynayan iyi düzenlenmiş, kontrollü hücresel ölüm 

programıdır. Karsinogenezdeki yeni elde edilen bilgiler lösemilerde apoptoz 

inhibisyonun, en az kontrolsüz hücre proliferasyonu kadar önemli olduğunu ortaya 

koymuştur (7). Apoptotik yolaklarda veya çeşitli sinyal yolaklarında değişimler 

devreye girdiğinde lenfoblast diferansiye olma özelliğini kaybetmekte ve sınırsız 

çoğalma özelliği kazanmaktadır (8). 

 

 Embriyogenez ve doku homeostazının sürdürülmesi için gerekli 

proliferasyon, farklılaşma, sağkalım ve anjiyogenez gibi hücresel süreçlerin 

düzenlenmesinde önemli olan Wnt sinyal yolağı, son yıllarda üzerinde durulan 

oldukça ilgi çekici bir yolaktır. Temel olarak 3 farklı Wnt sinyal yolağı 

tanımlanmıştır ve bunlardan kanser gelişiminde rol oynayan tipi Wnt/ β-katenin 

yolağıdır. Bu yolağın anlaşılmasında merkezi rolü β-katenin oynar. Wnt sinyali 

yokluğunda β-kateninin sitoplazmada yıkımı sağlanır. Wnt sinyali varlığında ise 

sitoplazmada birikmeye başlayan β-katenin, çekirdeğe taşınır (9). Böylelikle hücre 

proliferasyonunu düzenleyen ve gelişimi kontrol eden çok sayıda genin 

transkripsiyonunu aktive eder. Bu genlerin çoğu bilinen onkogenler olup kanser 

tedavisinde güçlü birer hedeftirler (10). Bozulmuş Wnt sinyal yolağı kanserde dahil 

olmak üzere birçok hastalıkla ilişkilidir. Kemik iliğindeki Wnt proteinleri 

ekspresyonu, fetal ve yetişkin hematopoetik kök hücrelerin gelişimini etkiler (11). 

Özellikle embriyonik dönemde önemli olan Wnt sinyallerinin lenfosit öncüllerinin 

sağkalım ve proliferasyonunun düzenlenmesinde MKH’ler aracılığıyla rol oynadığı 

gösterilmiştir. Bu nedenle anormal Wnt aktivasyonunun, lökomogenezin 

nedenlerinden biri olduğu öne sürülmektedir (12). 

 

Bu bilgilerden yola çıkarak tez çalışmamızda çocukluk çağı akut lenfoblastik 

lösemili hastaların ve sağlıklı vericilerin MKH’lerini blastik hücrelerle kokültüre 
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ederek in vitro ortamda kemik iliği mikroçevresini oluşturmayı ve bu mikroçevrede 

yer alan MKH’lerin blastik hücreler üzerindeki apoptotik etkilerini incelemeyi 

amaçladık. Bunun için birinde hücre-hücre kontağı olacak şekilde araya membran 

konulmadan diğerinde ise hücre grupları arasında kontakt olmayacak şekilde araya 

membran koyarak iki farklı kültür ortamı oluşturuldu ve blastik hücrelerin apoptoz 

oranları arasında fark olup olmadığı araştırıldı. Ayrıca yine kemik iliği 

mikroçevresinde MKH’ler aracılığıyla blastların sağkalımında rolü olduğu düşünülen 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının anahtar molekülü olan β-kateninin MKH’ lerdeki 

ekspresyonu ve apoptotik yolakta yer alan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3 proteinlerinin 

ekspresyonları immunositokimyasal çalışmalarla gösterildi. Çalışmamız hem 

çocukluk çağı ALL’li hastaların kemik iliği örneklerinden hem de sağlıklı vericilerin 

kemik iliği örneklerinden MKH’ler izole edilerek blastlar üzerindeki etkisini 

apoptototik ve Wnt/β-katenin sinyal yolağı açısından gösteriyor olması nedeniyle 

literatürde yer alan diğer çalışmalardan farklıdır. Çalışmalarda kullanılan hastaların 

blastları indüklenmeden ya da özellikleri değiştirilmeden mikroçevrede yer aldığı 

gibi kültüre edilmiştir. Literatürde yer alan çalışmalarda farklı hücre hatları ya da 

farklı yerlerden kaynaklı MKH’ler kullanılmış ve çelişkili sonuçlar elde edilmiştir. 

Elde ettiğimiz sonuçların hem hastalığın patogenezine ışık tutacağını hem de 

gelecekte tedavide kullanılabilecek yeni terapötik yöntemlere yardımcı olacağını 

düşünüyoruz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. Hematopoez  

 

Hematopoez (Hemapoez), organizmanın embriyonik ve yetişkin düzeyde, kök 

hücreden çok sayıda farklı kan hücresi oluşturmasını tanımlayan bir terimdir. 

Yetişkin kök hücre tiplerinden biri olan ve bütün kan hücre serilerine dönüşme 

yeteneğindeki hematopoetik kök hücrenin gelişim, kendini yenileme ve farklılaşma 

süreçlerini de kapsamaktadır. Hematopoez için gerekli elemanlar; Hematopoetik kök 

hücreler, mikroçevreve, hematopoetik büyüme faktörleridir. 

 

Embriyogenezin en erken evrelerinde, kan hücreleri Vitellus kesesi 

mezoderminden gelişmektedir. 28 günden itibaren Aorta/Gonado/Mezonefroz 

(AGM) bölgesinde küçük hücre gruplarıyla intraembriyonik hematopoez başlar. Bir 

süre sonra karaciğer ve dalak geçici hematopoetik dokular olarak görev yapar (13). 

Kemik iliği ise ancak 6.aydan sonra hematopoezin gerçekleştiği primer doku olarak 

görülür ve tüm erişkin hayatı boyunca aynı şekilde devam eder (14, 15). 

 

Olgun hematopoetik sistem aşamalı olarak farklılaşma yeteneğine sahip 

multipotent ve unipotent kök hücreleri içerir (16). Bu farklılaşma süreci, normal 

fizyolojik koşullar altında geri dönüşümsüzdür. Yüksek düzeyde proliferasyon 

yapabilme yeteneğine sahip bu hücreler, farklı fonksiyonel özelliklerde olgun kan 

hücrelerinin yapımını sağlarlar (16, 17). Böylece hematopoetik sistemin sessiz fazda 

sürdürülmesi için gereken miktarda farklılaşmış hücre yapımı sağlanır. Hematopoetik 

kök hücreler bir veya birden çok seriye farklılaşmaya sınırlanmış progenitör 

hücrelerden oluşan hiyerarşik düzenin ana kaynağını oluştururlar. Hiyerarşinin en 

tepesinde olan HKH’ler üzerindeki proliferasyon baskısı en düşük düzeydedir (17). 

Bu hücrelerin en önemli belirteçlerinden birisi CD34’dür, bu insan kemik iliği 

hücrelerinin % 0.5-5’inde ifade olur. Erken progenitörlerde bulunurken daha olgun 

hücrelerde bulunmaz (15). HKH’ler farklılaşmış kan hücrelerinin belirli miktarda 
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idamesi ve hematopoetik kök hücre havuzunun yenilenmesi için nadir olarak 

bölünürler (16, 18).  

Hiyerarşik düzende HKH’den sonra yer alan multipotent progenitör (MPP) 

hücreler bütün serilere farklılaşma potansiyelini sürdürürler ancak kendilerini 

yenileme kapasiteleri sınırlıdır. Hematopoetik kök hücrelerden daha fazla miktarda 

bulunan MPP hücreler gelişim potansiyeli kısıtlı oligopotent progenitörlere kaynak 

oluştururlar. Bu hücreler ortak lenfoid progenitör (Common Lymphoid Progenitors, 

CLP) ve ortak miyeloid progenitörler (Common Myeloid Progenitors, CMP) ile 

hematopoetik hiyerarşi içerisindeki dallanma noktasını temsil ederler. Sonuçta 

oligopotent hücreler, bütün olgun kan hücrelerini oluşturacak seri-sınırlı öncül 

hücrelerin oluşumunu sağlarlar. Ortak lenfoid progenitörler B, T, dendritik ve doğal 

öldürücü hücreleri içeren olgun lenfoid efektör hücreleri oluştururlarken 

miyeloeritroid hücre oluşturma potansiyelinden yoksundurlar. Ortak myeloid 

progenitörler ise miyeloid ve eritroid seri ile dendritik hücreleri yapma yeteneğine 

sahiptirler (16, 18). Gelişimin daha ileri evrelerinde CMP hücreler CD34 ve Fc 

(Fragment, cyrstallizable) reseptör ekspresyonlarına göre megakaryosit eritrosit 

öncülleri (Megakaryocytic/Erythroid Precursor, MEP) ve granülosit monosit 

öncülleri (Granulocytic/Monocytic Precursor, GMP) olmak üzere iki farklı hücre 

grubuna bölünürler. Farklılaşma yeteneği sınırlı GMP’ler esas olarak olgun nötrofil, 

monosit ve makrofaj oluşumunu sağlarken daha az oranda eozinofil, bazofil ve mast 

hücrelerini meydana getirirler. Megakaryosit eritrosit öncülleri ise eritrositlerin ve 

daha sonra trombositleri meydana getirecek megakaryositlerin oluşumundan 

sorumludur (18). Böylece hematopoetik sistemin hiyerarşik düzeni içerisinde bütün 

serilerde kan hücrelerinin oluşumu ve idamesi gerçekleşmiş olur (Şekil 2.1).  
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Sekil 2.1.Hematopoetik hiyerarşi modeli. LT-HKH: Uzun süreli (long term) hematopoetik kök hücre,  

                ST-HKH: Kısa süreli (short term) hematopoetik kök hücre, MPP: Multipotent progenitör,  

                CMP: Ortak (common) miyeloid progenitör, CLP: Ortak (common) lenfoid progenitör,  

                MEP: Megakaryosit eritrosit öncülleri, GMP: Granülosit monosit öncülleri (19) 

 

 

2.2. Çocukluk Çağı Lösemileri 

 

Lösemi, hematopoetik öncül hücrelerin neoplastik transformasyonu sonucu 

farklılaşma ve olgunlaşma kusuru göstermeleri ile aşırı çoğalma özelliği kazanan 

hücrelerin kemik iliğini, periferik kanı ve takiben diğer dokuları istila etmesi sonucu 

normal kan hücrelerinin yapılamaması ile karakterize kemik iliğinin malign bir grup 

hastalığıdır (21).  

 

Çocuklarda lösemilerin % 97’sini akut lösemiler oluşturur (Tablo 2.1). 

Lösemi sınıflamaları normal hematopoezin neresinde klonal ekspansiyon olduğunu 
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anlamaya yöneliktir. Lösemik hücrelerin morfolojik, immünfenotipik, sitogenetik, 

biyokimyasal ve moleküler genetik özelliklerine dayanarak çeşitli sınıflandırmalar 

yapılmış olup son yıllarda bunların kombinasyonları ile lösemilerin alt grupları 

belirlenmektedir (22, 23). 

 

Tablo 2. 1. Çocukluk çağı lösemilerinde sınıflama (3) 

 

 

1) Akut Lösemiler (%97)  

Akut Lenfoblastik Lösemi % 75 -80 :  

Morfoloji: L1, L2, L3 

İmmünfenotip: B hücreli (Progenitor, erken PreB, PreB, B ALL)   

           T hücreli 

Akut Miyeloblastik Lösemi (AML) /Akut Nonlenfositik Lösemi %20 

Morfoloji: M0-M7  

Akut Undiferansiye Lösemi < % 0.5  

Akut Bifenotipik Lösemi 

ALL + 2 myeloid antijen (% 6) 

AML + 2 myeloid antijen (% 17) 

2) Kronik Lösemiler (%3) 

Philadelphia Kromozomu Pozitif Miyeloid Lösemi  

Jüvenil Miyelomonositik Lösemi  

 

 

 

2.2.1. Çocukluk Çağı Akut Lenfoblastik Lösemisi 

 

Akut lenfoblastik lösemi (ALL) kemik iliğinde bulunan lenfoid öncül 

hücreler olan B ve T progenitör hücrelerin, farklılaşmasının herhangi bir safhasında 

meydana gelen, çok basamaklı somatik mutasyonlar sonucu gelişen malign bir 

hastalıktır (24, 25).  
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Akut lenfoblastik lösemi, çocukluk çağında en sık görülen kanser türüdür. 

Tüm çocukluk çağı kanserlerinin %25-30’unu, akut lösemilerin ise %80’ini 

oluşturmaktadır (3). ALL’nin sıklığı ve yaş dağılımı kalıtsal veya çevresel etkenler 

nedeni ile en düşük Afrika’da olmak üzere dünyanın değişik yörelerinde önemli 

farklılıklar gösterebilmektedir. Görülme sıklığı en fazla 2-5 yaş arasındadır ve daha 

sonra sıklık giderek azalır ve yaşamın üçüncü dekadında yeniden artar. Erken 

çocukluk döneminde ALL’nin sık görülmesinin etiyolojik nedeni açık değildir. 

Ancak gebelikteki olaylar ve immün sistemin gelişmesi ile ilişkili olduğuna dair 

görüşler vardır (26). 

 

Akut lenfoblastik lösemi, erkeklerde kızlara göre 1,2 oranında daha yüksek 

sıklıkta görülmektedir. Bu fark puberte döneminde ve T hücreli ALL’ lilerde (4:1) 

daha belirgindir. Ancak seks hormonlarının ALL etyolojisinde herhangi bir rolü 

bugüne kadar saptanmamıştır. Cinsiyet prognoz açısından önemli bir gösterge olup 

kızlardaki yaşama oranı daha yüksektir (21). Ülkemizde yılda ortalama 250 olgunun 

kayıt edildiği Türk BFM Çalışma Grubu protokolü TR ALL-2000’de ortanca yaş 5 

ve erkek/kız oranı 1,2’dir (27). 

 

Akut lösemilerin nedeni hala kesin olarak bilinmemekle birlikte lösemi 

etiyolojisindeki önemli faktörler iyonize radyasyon, kimyasal ajanlar, ilaçlar ve 

genetik faktörler olduğu düşünülmektedir (3).  

 

Bütün hematopoetik hücreler ortak bir multipotent ana hücreden kaynaklanır. 

Eritrositler, polimorfonükleer granülositler, monositler ve trombositler gibi periferik 

kandaki olgun hücreler kemik iliğindeki progenitor hücrelerden tek bir hat üzerinde 

olgunlaşarak oluşur. Her aşamada farklı hematopoetik büyüme faktörleri stimülasyon 

ve/veya kontrol görevi yaparlar. Genetik ve epigenetik değişikliklerin devreye 

girmesiyle lenfoid homeostazından sorumlu genler etkilenir ve immatür öncül 

hücreler klonal bir şekilde çoğalmaya başlar (Şekil 2.2) (28). 

 

Lösemi kliniği çıkmadan önce, yıllarca küçük prelösemik bir klonda 

mutasyon olabilir. Normal lenfoid gelişim sırasında, İmmünglobulin (Ig) oluşumu ve 

TCR gen düzenlenmesi sırasında mutasyon riski artar. ALL’de gözlenen 
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kromozomal translokasyonlar klonal gelişimde anahtar role sahiptirler. Genellikle 

translokasyonlar aşırı ekspresyona sebep olan TCR veya Ig lokusundaki bir 

protoonkogen veya değişik onkogenik etki ile yeni bir kimerik proteinin kırılması 

sonucu genlerin füzyonu ile oluşur (29). 

 

 

 

Şekil 2.2. Lösemik hücrelerden tümör oluşumu (28). 

 

Pediatrik ALL vakalarının yaklaşık %75’inde kromozomal bozukluklar 

mevcuttur. B-prekürsör ALL’de 50 kromozomdan fazla hiperdiploidi, 44 

kromozomdan az hipodiploidi, kromozomal yeniden düzenlemeler [t(12;21) ETV6-

RUNX1 (TEL-AML1), t(1;19) TCF3- PBX1 (E2A-PBX1), t(9;22) BCR-ABL1, 

MLL geninde yeniden düzenlemeler] olabilir. T-ALL ise NOTCH I’ de aktive edici 

mutasyonlar ve transkripsiyon faktörlerindeki [TLX1 (HOX11), TLX3 (HOX11L2), 

LYL1, TAL1, MLL] yeniden düzenlemelerle karakterizedir. Yüksek hiperploidi ve  

ETV6-RUNXI iyi prognoz gösterir. Bütün bu yeniden düzenlemeler lökomogenezi 

başlatıcı olaylar olmasına rağmen lökomogenezi tamamen açıklamaya 

yetmemektedir. Günümüzde ALL vakalarının çoğunun yapısal ve submikroskopik 

genetik değişiklikler ve sekans mutasyonlarıyla olduğu bilinmektedir (30). 

 

Kemik iliği mikroçevresinde meydana gelen değişikliklerde hastalığın 

patogenezinde ve seyrinde önemli yer tutmaktadır. Hematopoetik proliferasyon, 

diferansiyasyon ve apoptozu kontrol eden düzenleyici genlerdeki mutasyonlar, hücre 
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sinyal yolağındaki spesifik kinazlar, proteinlerin ekspresyon veya aktivitesini 

etkileyen protoonkogenlerin aberan ekspresyonu, süpresör genlerin baskılanması ve 

kodlanan kimerik transkripsiyon ekspresyonu gibi süreçler de ALL patogenezinde 

yer alan önemli faktörlerdir. Normal şartlarda hücrede bir sorun varsa veya mutasyon 

oluşmuş ise hücre apoptoza yönelir. Hücrenin apoptoza girememesi genellikle kanser 

oluşumunu tetikler. Apoptoza giremeyen hücre istenmeyen yönde farklılaşır, 

ölümsüzleşir ve malign şekle döner (31). 

 

Lösemi, kemik iliğinden köken alan bir malignansi olması nedeniyle kan 

sayımında ve periferik yaymada anormalikler sık görülür. Anemi, lökopeni veya 

lökositoz, trombositopeni gelişebilir. ALL vakalarının %20’sinde lökosit sayısı 

50000/mm
3
’ün üzerinde ve % 10’unda ise 100000/mm

3 
‘in üzerindedir. 

 

Lösemi tanısında klinik ve periferik kan bulgularının yanısıra kemik iliği 

aspirasyon ve/veya biyopsi ile değerlendirilmesi temel teşkil etmektedir. Periferik 

yaymadaki blastlar bazen morfolojik olarak yanıltıcı olabilmektedir. Kemik iliği 

genellikle hiperselülerdir ama hiposelüler ALL olguları da mevcuttur. Kemik 

iliğindeki tüm çekirdekli hücreler sayıldığında %25’i aşan lenfoblast infiltrasyonu 

mevcut olduğunda ALL tanısı konulmaktadır. 

 

ALL’de tedavi tipik olarak remisyon indüksiyonu, intensifikasyon ve idame 

tedavisi fazlarını kapsar. Remisyon indüksiyon tedavisinin amacı başlangıç tümör 

yükünün %99’undan fazlasını eradike etmek ve normal hemotopoezi sağlamaktır. 

Konsolidasyon (Güçlendirme) tedavisi; indüksiyon tedavisi sonunda ve normal 

hematopoez bulguları saptanınca başlanır. Tedavinin bu bölümünün amacı saklı 

kalabilen tüm blastları temizleyerek olası nüksü engellemektir. Tam remisyon 

sağlanmasına rağmen vücutta 1x10
10

 kadar lösemik hücre bulunduğu gösterilmiştir.  

 

Lösemi tedavisindeki son yıllardaki gelişmelere karşın, nüksün varlığı hala 

ciddi bir sorun olarak sürmektedir. Hastaya uygulanan tedaviden (radyoterapi, 

kemoterapi, kemik iliği nakli) kaçan ve nükse neden olan hücrelerin varlığı “minimal 

rezidüel hastalık-MRH” olarak tanımlanmaktadır (3, 21).  
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2.3. Kök Hücre ve Mezenkimal Kök Hücreler 

 

Kök hücre tarihi 1800’lerin ortasında bazı hücrelerin başka hücreleri 

oluşturabilme yeteneğinin keşfedilmesiyle başlamıştır. İlk olarak Maximow ve 

Friedenstein tarafından kök hücre çalışmaları yapılmıştır. Maximov tüm kan 

elemanlarının tek bir hücreden ‘kök hücre’ den farklılaşabildiğini ve hematopoezle 

mezoderm arasında gelişim sürecinde bir ilişki olduğunu keşfetmiştir (32). 1963 

yılında E.A. Mcculloch & J.E. Till, çeşitli hastalıkların tedavisinde de kullanılan bu 

progenitör hücrelerin kök hücreler olduğunu beyan etmişler (33) ve kök hücreleri; 

“Kendi kendini yenileme kapasitesine sahip ve uygun koşullar altında farklılaşarak 

diğer doku hücrelerine dönüşebilen hücreler” olarak tanımlamışlardır (34).  

 

Farklılaşmamış kök hücrelerin, başlangıçtaki hücrenin karakteristik 

özelliklerini taşıyan en az bir benzer hücre oluşturabilme yeteneği (self-renewal); tek 

bir hücreden birden fazla hücre serisine farklılaşabilme yeteneği (multi-lineage 

differentiation) ve bir dokunun işlevsel olarak yeniden yapılandırılması özellikleri 

vardır (35).  Bir dokudan elde edilen kök hücrelerin, uygun ortam şartlarında, uygun 

uyarılarla farklı doku hücrelerine dönüşebilme yetenekleri plastisite 

(transdiferansiyasyon) olarak tanımlanmıştır (5). 

 

Kök hücrelerin sınıflandırma terminolojisi biraz karışıktır ancak temelde iki 

grupta incelenebilir. Bulundukları yere göre Embriyonik Kök Hücre (EKH) ve aynı 

zamanda Doku Spesifik Kök Hücre (DSKH) olarak da adlandırılan Yetişkin Kök 

Hücre olmak üzere ikiye ayrılır. Fonksiyonel olarak gelişimsel potansiyellerine göre 

ise totipotent, pluripotent, multipotent ve unipotent olmak üzere dört grup altında 

sınıflandırılırlar (36). 

 



12 
 
 

Fertilizasyonda, spermiyum ve ovumun birleşmesi ile olusan zigot, vücuttaki 

tüm hücrelere dönüşebilecek potansiyele sahip ilk embriyonik hücredir. Zigot ve 

embriyonun 5. gününe kadar olan tüm blastomerlere her şeyi yapabilen anlamında 

“totipotent hücreler” denir. Tam ve işlev gören bir canlıyı oluşturabilecek tüm ekstra 

embriyonik, intra embriyonik hücre tiplerine farklılaşabilir. Fertilizasyondan sonra, 

pre-implantasyon döneminin 5. gününde oluşan blastosist evresindeki embriyoda 

bulunan hücreler pluripotent hücrelerdir.  Blastosist; trofoblastik hücreler, blastosöl 

ve iç hücre kitlesi olmak üzere üç yapıdan oluşmuştur. Embriyonik kök hücrelere 

kaynaklık eden iç hücre kitlesinden elde edilen hücreler pluripotent kök hücreler 

olup, gerekli ortam sağlandığında yaklaşık 200 hücre türüne dönüşebilecek 

potansiyele sahiptir; ancak işlev gören bir organizmayı oluşturamazlar. Doku spesifik 

kök hücreler, multipotent kök hücrelerdir ve bir dokunun birçok hücresine 

farklılaşabilirler. En iyi tanımlanmış multipotent kök hücreler hematopoetik ve 

mezenkimal kök hücrelerdir. Unipotent kök hücreler ise tek bir olgun hücreye 

farklanabilen hücrelerdir. (36–38). Son yıllarda yapılan çalışmalar sonucunda bu 

sınıflandırmaya in vitro ortamda yeniden programlama ile embriyonik kök hücre 

özellikleri kazandırılmış indüklenmiş pluripotent kök hücrelerde (IPKH) katılmıştır 

(39). 

 

Doku spesifik kök hücre sınıfına dahil olan mezenkimal kök hücreler, hem 

mezoderm orijinli (adiposit, kondrosit, osteosit, miyosit) hem de mezoderm orijinli 

olmayan dokulara (hepatosit, nöral hücreler ve epitelyal hücreler) farklanabilen, 

hematopoetik olmayan kök hücrelerdir (40, 41, 42, 43). Bu hücreler yaklaşık 40 yıl 

önce Friedenstein ve arkadaşları tarafından ibroblast benzeri yapışkan hücreler olarak 

tanımlanmışlardır (32, 33).   

 

MKH’ler kemik iliğinin stromal kompartmanından, yağ dokusundan, 

plasentadan, umbilikal kord kanından, amniyotik sıvıdan, trabeküler kemikten, diş 

pulpasından ve iskelet kasından izole edilebilirler (32, 44, 45, 46).  MKH’lerin 

osteoblastik adipojenik ve kondrojenik hücre serilerine farklanmalarının yanı sıra son 

yıllarda yapılan çalışmalarla nöronal ve kardiyomiyojenik hücrelere de farklandıkları 

gösterilmiştir. Ancak MKH’lerin özelliklerinin farklı hastalıklarda değişip 

değişmediği ya da değişimin nasıl gerçekleştiği tam olarak bilinmemektedir (46, 47, 
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48, 49, 50).MKH’ler kemik iliğinden elde edildikleri tekniğe göre her aspiratta tüm 

hücreler içerisinde yaklaşık %0,001 - %0,01 oranında sayılmışlardır (40, 50). 

 

Literatürde MKH’lere özel hücresel tek bir belirteç ya da reseptör 

bulunmamaktadır. Bu hücreler, Uluslararası Hücresel Tedavi Derneği (ISCT - 

International Society of Cellular Therapy) tarafından 3 önemli özellikle 

tanımlanmaktadırlar. Bunlar aşağıda sıralandığı gibidir: 

 

i) Kültür ortamında plastik yüzeye yapışırlar, 

 

ii) CD73 (SH3 ve SH4), CD90 (Thy-1), CD105 (SH2;endoglin) gibi yüzey 

belirteçlerini eksperse ederken, CD14, CD34, CD19, CD11B, CD45 gibi 

hematopoetik belirteçleri ve HLA-DR(human leucocyte antigen-DR) ‘yi eksprese 

etmezler, 

 

iii) Osteosit, kondrosit ve adiposite farklanma kapasitesine sahiptirler (Şekil 2.3) (51, 

52, 53, 54). 

 

 

 

Şekil 2.3. Mezenkimal kök hücrelerin özellikleri (44) 
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MKH’ler, kemik iliği mikroçevresinin önemli bir hücresel bileşenidir. 

Hematopoetik kök hücrenin (HKH) stromaya tutunması (ekstraselüler matrikse ve 

stromal hücrelere), çeşitli hücresel faktörlerin (sitokinler, kemokinler) salınımı ile   

hematopoetik öncü hücrenin olgun hücreye farklılaşması veya inhibisyonu ile kök 

hücrenin siklusun G0 fazında kalarak kök hücre rezervi oluşturması, gen transferi 

kolaylığı (55), kendini yenilemesi ya da gerektiğinde diğer dokulara mobilizasyonu, 

migrasyonu gibi biyolojik fonksiyonlarına önemli katkı sağlamaktadır (32, 56, 57).  

MKH’ler hemen hemen tüm dokulardan izole edilebilir ve in vitro ortamda 

etkin olarak çoğaltılabilirler. İn situ ortamdaki biyolojik fonksiyonları ve özellikleri 

hala açıklığa kavuşturulmayı beklese de in vitro da MKH’lerin bazı hücre hatlarına 

farklılaşma potansiyeli olduğu bilinmektedir. MKH’lerin ölmüş ya da fonksiyonel 

olmayan hücrelerle yer değiştirerek in situ ortamda, dokuda hücresel homeostazın 

sağlanmasında önemli olduğu düşünülmektedir (52). Bu biyolojik özelliklerinden 

ötürü hücre bazlı tedavilerde otolog ya da allojenik hücreler kullanarak hasarlı 

hücreleri yerine koyma, tedavi etme veya fonksiyonunu iyileştirme gibi durumlarda 

kullanılabilirler. MKH’lerin klinik uygulamalarda kullanılması ve diğer kök 

hücrelere göre avantajı bu hücrelerin farklanma, immuntolerans ve transformasyon 

gibi özelliklerinin varoluşundandır. MKH’lerle ilgili önemli özellikler aşağıdaki 

gibidir:  

 

(1) MKH’lerin immun düzenleyici özellikleri ve doku onarıcı fonksiyonları 

inflamatuvar sitokinler tarafından indüklenir. 

(2) MKH’ler doku onarımını kolaylaştırmak ve immun homeostazı 

sürdürmek için çeşitli büyüme faktörleri ve immun baskılayıcı molekülleri eksprese 

ederler. 

 (3) İmmunomodulatuvar özellikleriyle immun sistemde düzenleyici olarak 

görev yapabilirler (44, 52, 58)  

 

Mezenkimal kök hücrelerin bağışıklık sistemini düzenleme yetenekleri ilk 

olarak Bartholomew ve arkadaşları tarafından tanımlamıştır (59). Fakat kesin 

mekanizma hala anlaşılamamıştır. Doğrudan hücre hücre temasının ya da immun 

baskılayıcı sitokinlerin salınmasının rol oynadığı ileri sürülmektedir (60). 
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MKH’ler bağışıklık sistemi hücrelerinin büyük bir kısmı ile etkileşime girer 

(52). MKH’ ler antijen sunucu hücreler (makrofajlar, dentritik hücreler ve B 

lenfositler) üzerinde bulunan bir molekül olan MHC II (Major Histocompatibility 

Complex II) kompleksini bulundurmazlar. CD40, CD80, CD86 gibi ko-stimulator 

molekül ekspresyonları yoktur. MHC II negatif MKH’ler allojenik lenfositlerde 

proliferatif bir cevap oluşumuna yol açmazlar. Bu da MKH’lerin immün sistemden 

kaçmalarını sağlamaktadır (61). Mezenkimal kök hücreler, dentritik ve T hücre alt 

grupları DC1/Th1 ve DC2/Th2 tarafından üretilen sitokinleri düzenler, antijen sunan 

hücrenin olgunlaşmasını ve aktivasyonunu engeller ve CD4+CD25+ düzenleyici T 

hücre sayısını arttırır (62). T hücreler ve MKH’ ler arası etkileşimler Hematopoetik 

Kök Hücre Transplantasyonunun (HKHT) klinik uygulamalarında önemlidir. HKHT 

ve immun sistem ilişkili hastalıklardan sonra oluşan Graft Versus Host Disease 

(GVHD) komplikasyonları MKH’lerle en aza indirgenmektedir. MKH’ler ayrıca B 

hücrelerinin, NK hücrelerinin ve dentritik hücrelerinde fonksiyonlarını inhibe ederler 

(63, 64, 65, 66). MKH’lerin ana immunsupresif fonksiyonları transforme edici 

büyüme faktörü beta (TGF-ß) (67), hepatosit büyüme faktörü (68), nitrik oksit (69), 

HLA-G (70), indoleamine 2,3- dioxygenase (IDO) (71) gibi çözünebilir faktörler 

tarafından indüklenir (Tablo 2.2). Ayrıca bu hücreler direkt hücre-hücre etkileşimiyle 

de immunsupresif etkilerini gösterirler (72). T hücre proliferasyonunun MKH’lerce 

inhibisyonu hem hücre-hücre teması hem de IFNγ interlökin 1ß gibi çözünen 

faktörlerin salınımı aracılığıyla olduğu görülmektedir (73, 74).  

 

Tablo 2.2. MKH’ler tarafından üretilen immunmodulatuvar moleküller (32) 

 

Molekül Fonksiyonu 

Transforme edici büyüme  

faktörü beta (TGF-ß) 

T lenfosit proliferasyonunu baskılar 

Hepatosit büyüme faktörü (HGF) T lenfosit proliferasyonunu baskılar 

Nitrik oksit (NO) T lenfosit fonksiyonunu ve cevap oluşturmasını  

baskılar 

İnsan lökosit antijen G (HLA-G) Naif T hücre proliferasyonunu baskılar 

İndoleamine 2,3- dioxygenase (IDO) IDO aracılı T hücre inhibisyonu, Antijen sunucu 

hücrelerde T hücre inhibitörü  

Kemokinler: CCL-2, ICAM-1, CXCL-10, T hücrelerim MKH’lere doğru migrasyonunu 
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CCL-8 sağlarlar 

 

 

Mezenkimal kök hücrelerin, anti-immün globulin (Ig) antikorları, antiCD40L 

antikorları ve sitokinler (IL-2 ve IL-4) ile aktive edilmiş B hücre çoğalmasını inhibe 

ettiği gösterilmiştir. Antikor üretimi ve CXCL12 ve CXCL13 karşı kemotaktik cevap 

olarak CXCR4, CXCR5, CXCR7 kemokin reseptörlerinin salımı olan B hücre 

fonksiyonları MKH’ler tarafından bozulmaktadır (63). Mezenkimal kök hücreler 

sadece IFNγ varlığında B hücre proliferasyonunu inhibe etmektedir (40, 44, 46). 

 

Mezenkimal kök hücrelerin klinik kullanım için belki de en avantajlı 

özelliklerinden birisi, bu hücrelerin immunojenitesinin düşükolması ve 

immunsupresif olmalarıdır (32). Ancak immun sistemin neredeyse tüm hücreleri ile 

etkileşime girerek immun baskılama gösteren MKH’ ler tümörlerin kaçmasını da 

kolaylaştırır. MKH’ lerin kanser ilerletici etki gösterdiğine dair var olan çalışmalarda 

neden olarak gösterilen mekanizmalardan biri immun baskılamadır (75). MKH’lerin 

tümör oluşumunu desteklemelerinin bir diğer sebebi de kanser hücrelerinin MKH’ler 

üzerinde oluşturduğu transforme edici etkiden kaynaklanır. Tümör stroması ve 

MKH’ler arasındaki etkileşimler MKH’lerin karsinoma bağlantılı fibroblastlara 

farklılaşmasına sebep olabiliyor. Örneğin MKH’lerin meme kanserinde karsinoma 

bağlantılı fibroblastlar (CAF) olduğu düşünülmektedir (76). Yukarıda belirtilen 

özelliklere sahip MKH’ler le ilgili hala yanıtlanmamış birçok soru bulunmaktadır 

(44). 

 

2.4. Kemik İliği (Kİ) Mikroçevresi  

 

Kök hücrelerin kendini yenileme ve farklılaşma özelliklerinin temini ve 

sürdürülmesi özellesmiş bir mikroçevre gerektirmektedir. Destekleyici hücreler, bu 

hücrelerden sağlanan sinyaller, salınan solubl faktörler, ekstrasellüler matriks 

molekülleri, ayrıca parakrin nöroendokrin etkilerin de katkısıyla oluşan özel 

mikroçevre ‘kök hücre nişi’ olarak tanımlanmaktadır (77, 78). ‘’Niş’’ kök hücrenin 

kendi kimliğini sürdürmesine imkan veren ve mikroçevresini oluşturan özelleşmiş bir 

bölge ve etrafındaki hücre grubunun tamamı olarak tanımlanmaktadır.  
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Hematopoetik kök hücreler kemik iliğindeki özellesmiş mikroçevrelerde 

özgül mezenkimal kökenli stromal hücreler (osteoblast, fibroblast, endotelyal hücre, 

adiposit, vb.) ile HKH ve progenitörleri ile yakın etkileşim içerisinde bulunurlar. 

Hematopoetik kök hücrelerin kendilerini yenilemesi, hücre siklusunun G0 evresinde 

sessiz olarak kalmaları, adezyonları, proliferasyonları, olgunlaşmaları, farklılaşmaya 

yönelmeleri, Kİ’den ayrılıp dolaşıma girmeleri (mobilizasyon) dolaşımdan Kİ’ne 

geri dönmeleri (homing) ve yerleşimleri (engraftment) gibi birçok karmaşık sürecin 

düzeni de hematopoetik kök hücre nişlerinde sağlanmaktadır (78, 79).  

 

Kemik iliğinde HKH’lerin farklı fonksiyonlarını düzenleyen iki ayrı türde niş; 

endosteal niş (osteoblastik niş) ve vasküler niş (endotelyal niş) bulunur. Bu iki niş 

birbirinden fiziksel olarak tamamen ayrı olmayıp birbirleriyle bağlantılıdırlar. 

HKH’ler farklı koşullar altında iki nişten birini kullanırlar (78).  

 

Endosteal nişteki özgül mikroçevre, hücreler ve salgıladıkları faktörler 

HKH’lerin sessiz (G0) fazda, endosteal nişe tutunmuş halde farklılaşmadan 

yaşamlarını sürdürmelerini ve yerleşimlerini sağlarlar. Mezenkimal kök hücrelerden 

gelişen ve kemik formasyonunda rol alan osteoblastlar endosteal nişin temel 

bileşenini oluşturur (78) Osteoblastlar hücre bağımlı, matriks bağımlı ve çözünmüş 

(solubl) sitokinler sentezleyerek HKH fonksiyonlarını modüle ederler. Bunların en 

önemlileri G-CSF, GM-CSF, M-CSF, IL-1, IL-6, vasküler endotelyal büyüme 

faktörü (VEGF), CXCL12, IL-3, FLT ligand ve kök hücre faktörü (Stem cell factor, 

SCF)’dür. Aynı zamanda bu hücreler adezyon molekülleri de eksprese ederler (Sekil 

2.4). CD34, CD44, ICAM-1 (intracellular cell adhesion molecule-1) , VLA-4 (very 

late antigen), VLA-5, PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule), LFA1 

(Lymphocyte function-associated antigen 1) ve LFA-3 bu grubun önemli örnekleridir 

(80). 
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Şekil 2.4. Vasküler ve endosteal niş (78) 

 

Vasküler niş hematopoetik kök ve progenitör hücrelere hormon, besin, 

oksijen ve büyüme faktörlerince zengin bir ortam sağlayarak HKH fonksiyonlarını 

düzenler. Buradaki HKH’lerin kandaki faktörlere sürekli maruz kalması, onların 

dolasımdan gelen sinyalleri (stres, inflamasyon, sitotoksik ajanlar, vb.) anında 

algılamalarını ve yanıt vermelerini sağlar (79). Ayrıca, vasküler niş HKH’lerin 

mobilizasyonunu ve dolasımdan kemik iliğine dönerek yerlesmelerini (homing) ve 

bu süreçte transendotelyal geçislerine yardımcı olur. Hematopoetik progenitör 

hücrelerin vasküler nise toplanması temel düzeyde fibroblast büyüme faktörü 

(fibroblast growth factor-4, FGF-4)’ne ve CXCL12’ye bağımlıdır. Aynı zamanda 

vasküler niste yüksek, osteoblastik niste düsük olan FGF gradienti HKH veya 

progenitörlerin vasküler alana toplanmasında etkilidir (79). CXCL12 ise 

hematopoetik hücrelerin transendotelyal göçünde etkin bir kemotaktik faktördür (78). 

Kemik iliği endotel hücreleri de CXCL12, VCAM-1 ve selektinler eksprese ederek 

HKH’lerin mobilizasyonunda, dolasımdan kemik iliğine dönmelerinde ve 

yerlesimlerinde rol alırlar (80). 

 

 



19 
 
 

 

2.4.1. Lösemide Kemik İliği Mikroçevresi 

 

Sağlıklı dokuda, stroma tümör oluşumuna karşı bariyer fonksiyonu 

görmekteyken, transforme tümör hücrelerinin varlığında meydana gelen değişiklikler 

sonucu kanser progresyonunu destekleyen birçevre haline gelebilir. Hipoksi, ortamın 

asiditesi ve büyüme faktörlerinin varlığı gibi yerel değişiklikler, tümörün şekil 

almasını ve gelişimini etkiler (81). Organların fonksiyon gören hücreleri ve destek 

görevi gören stroması vardır. Stromayı proteoglikanlar, hyaluranik asit, fibröz 

proteinlerden (kollajen, laminin, fibronektin gibi) oluşan ekstraselüler matriks ve 

stromal hücreler oluşturur. Stromal hücreler ise mezenkimal destek hücreler 

(fibroblast, adiposit gibi), vasküler sistem hücreleri ve immün sistem hücrelerinden 

oluşur. Ayrıca stromada büyüme faktörleri, kemokinler, sitokinler gibi birçok peptit 

faktör de bulunur. Stroma, organ gelişimi için gereklidir (82). Benzer şekilde 

stromanın farklı komponentleri tümör progresyonunu etkiler. Günümüzde tümör 

stromasını hedefleyen kanser ilaçları yoğun bir şekilde araştırılmakta, hatta 

bevacizumab gibi bazı ilaçlar FDA tarafından onaylanmıştır. 

 

Löseminin köken aldığı kemik iliği ise hematopoezde gerekli olan sitokin ve 

büyüme faktörlerinin yüksek konsantrasyonda bulunduğu dinamik bir mikroçevredir. 

Buda onu kanser hücresi yerleşimi için oldukça elverişli kılmaktadır. Vasküler nişin 

bozulduğu durumlarda immatür hücreler dolaşıma geçer. Lösemide de fizyolojik niş 

yapısı bozulduğundan blastların dolaşıma geçmesi kolaylaşır (83).  

 

Sitokin ve büyüme faktörlerinin lösemik hücre sağ kalımında rolü tam olarak 

bilinmemekle beraber kompleks ve dinamik ağlar oluşturdukları, böylece lösemik 

blastlar ve stromal hücrelerin yakın etkileşimi olduğu düşünülmektedir (83). 

 

Lösemik hücrelerin çoğalmasıyla, normal hematopoetik progenitör hücrelerin 

yerleştiği kemik iliği nişleri bozularak lösemik hücreler yeni bir mikroçevre oluşturur 

(84). Lösemik kök hücreler belirgin bir şekilde HKH’lere benzediği için kemik iliği 

mikroçevresi ile etkileşimleri de benzerdir (85). SDF1α ve lösemik progenitör 

hücrelerdeki reseptörü CXCR4’ün etkileşimi sonucu kemik iliği mikroçevresinde 



20 
 
 

‘homing’ gerçekleşir. Lösemik kök hücreler CXCR4 reseptörleri sayesinde güvenli 

ve elverişli nişlere yerleşir (86). 

 

 

 

Şekil 2.5. Lösemik blastlar ve kemik iliği stromal hücreleri arasındaki etkileşimler (83) 

 

Lösemik blastlar ve stromal hücreler vasküler endotelyal büyüme 

faktörü(VEGF), temel fibroblast büyüme faktörü (bFGF) ve protümoral parakrin ve 

otokrin etkileri etkileri olan diğer proanjiyojenik faktörleri üretirler. Tedavi 

sonrasında rezidüel hastalığa sebep olan dirençli blastların oraya yerleşmesini ve 

adezyonunu sağlayan integrinler ve CXCR4 blastlar için çok önemlidir. Ayrıca ALL 

mikroçevresi interlökin düzenleyiciler ve asparajinaz sentetaz gibi tedaviye direnç 

gösteren mekanizmalara sebep olan faktörler açısından zengindir (83).  
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2.5. Apoptoz 

 

Eski Yunanca’da “yaprak dökümü” anlamına gelen apoptozis, ilk olarak 1972 

yılında İskoçyalı araştırmacılar Kerr, Wyllie ve Currie, tarafından “canlılarda hücre 

azalmasının özgün bir tipi” olarak tanımlanmıştır (87). Apoptozis, biyolojik ömrünü 

tamamlamış veya genetik yapısı bozulmuş hücrelerin komşu hücrelere zarar 

vermeden yok edilmesinde kullanılan, sıkı şekilde genetik ve biyokimyasal olarak 

kontrol edilen programlı bir ölüm şeklidir. Aynı zamanda embriyonik dönemde de 

bazı dokuların diferansiyasyonunda bazı dokuların ise involüsyona gitmesinde 

önemli rol oynar. Apototik sinyali alan hücrede genetik olarak kodlanmış olan 

apoptotik program çalışmaya başlar ve bir seri kontrollü biyokimyasal reaksiyonlarla 

hücre ölümü gerçekleşir.  

 

Hücre içi sinyal iletiminde yaygın olarak kullanılan kalsiyum (Ca
+2

) 

apoptozda da önemli rol oynar. Hücre içindeki kalsiyum iyonlarının miktarındaki 

artış hücreyi apoptoza götürmektedir. Sitoplazmadaki kalsiyum iyonu miktarındaki 

hafif artış, c-myc, c-fos, ısı şok proteinlerini harekete geçirir ve hücrenin apoptoza 

gitmesine neden olur (88). 

 

 

2.5.1 Apoptoz Süreci ve Apoptotik Hücrede Gözlenen Morfolojik 

Değişiklikler  

 

Apoptoz süreci, hücre ölümüne neden olan uyarı ile başlar ve enerji bağımlı 

kaskad ile sona erer. Bu süreç, 4 faz halinde özetlenebilir:  

 

1. Erken veya başlangıç fazı: Apoptoz, apoptotik cevaba neden olan uyarı ile 

başlar. Apoptotik cevap, hücre dışı bir sinyalin hücre yüzey reseptörlerini 

uyarmasıyla tetiklenebileceği gibi, ilaçlar, radyasyon veya toksinlerin neden olduğu 

hücre içi uyarılar ile de tetiklenebilir,  
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2. Sinyal transferi fazı: Sinyal veya metabolik durumun algılanması ve bu 

algılanan sinyal veya metabolik durumun hücre ölüm efektör sistemine iletilmesi, 

 

3. Efektör faz: Kaspaz sisteminin aktivasyonu 

 

4. Hücre ölümünden sonraki faz: Hücrelerin kromatin veya DNA’larının 

sindirimini ve ölen hücrelerin fagositik hücreler tarafından tanınarak yok edilmelerini 

içerir (89). 

 

Yüzey Yapılarının Kaybı:  

 

Apoptoza uğrayan hücrenin komşu hücrelerle bağları kesilir. Hücre 

yüzeyindeki  mikrovillüsler ve diğer hücrelerle yaptıkları özel bağlar ortadan kalkar, 

hücre yüzeyi  yuvarlaklaşır.   

 

Hücre Büzülmesi:  

 

Apoptotik hücre komşu hücreye göre daha küçük ve sitoplazması daha 

yoğundur.  Endoplazmik retikulum dışında diğer hücre organelleri yapılarını korur. 

Sitoplazma yoğunluğu arttığı için organeller kalabalık görünür. Hücre zarı sağlam 

olduğundan nekrozda olduğu gibi bir inflamatuar reaksiyon gözlenmez (91).  

 

Kromatin Yoğunlaşması:  

 

Genellikle çekirdek büzüşür. Kromatin çok yoğun bir hale gelir ve parçalar 

halinde bir araya toplanır. Çekirdek porları seçilemez. Çekirdek şekli düzensizleşir 

ve ileri evrede küçük çekirdek parçalarına bölünür. Çekirdekçik genişler ve 

granülleri kaba granüller halinde dağılır (92). 

 

 

Sitoplazmik Baloncuklar ve Apoptotik Cisimlerin Oluşması:  
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Hücrede önce yüzeye doğru tomurcuklanmalar olur. Bunlardan bazıları 

sitoplazma parçacıkları içeren ve sıkı biçimde paketlenmiş organellerden oluşan zarla 

sarılı apoptotik cisimlere dönüşür. Apoptoz için morfolojik değişimler hücre 

büzülmesi, kromatin yoğunlaşması, hücre membran tomurcuklanması olurken 

fosfotidilserin açığa çıkar. Sağlıklı hücrelerde plazma membranının içinde bulunan 

fosfotidilserin apoptotik hücrelerde plazma membranının dış yüzünde bulunur ve 

fagositik hücreler için sinyal görevi görür (93).  

 

 

2.5.2. Apoptozun Moleküler Düzenleyicileri  

 

Apoptozun her basamağı bir çok proteinin birlikte çalışmasını gerektirir. Bu 

proteinler kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53 ve TNF ailesidir. En etkili proteinazlar 

kaspazlardır.  

 

Kaspazlar, tek polipeptit zinciri halinde sentez edilirler ve üç tane bölgeleri 

vardır: efektör ölüm (death effector domain: DED), kaspaz toplama (caspase 

recruitment domain: CARD) ve ölüm bölgeleridir (death domain: DD).  Tüm 

kaspazlar hücre içinde inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik işlemlerle kırılarak 

aktif olurlar. İnaktif kaspazların aktivasyonu; granzim B aracılığıyla, sitotoksik T 

hücre granüllerinde bulunan aspartata özgü serin proteinazlar aracılığıyla veya aktif 

olan kaspaz proteininin inaktif olan kaspaz ile etkileşimi sonucu gerçekleşebilir (89).  

 

Ölüm reseptörleri aracılığıyla tetiklenen apoptotik sinyal, kaspaz 8 veya 

kaspaz 10 gibi başlatıcı kaspazların aktivasyonunu sağlarken mitokondriyal 

apoptotik sinyaller kaspaz 9’u aktif hale getirir. Daha sonra bu kaspazlar diğer 

kaspazları aktifleştirerek proteolitik bir zincirleme reaksiyona sebep olurlar. Bu 

zincirleme reaksiyon sonunda efektör kaspazlar olan kaspaz 3, 6 veya 7 aktive olur. 

Bu aktivasyon, nükleaz inhibitörü, hücre iskeleti ve önemli hücre proteinlerinde 

bölünmeye yol açarak DNA’da parçalanmaya ve tipik morfolojik değişikliklere 

neden olur.  Yaşayan hücrelerde kaspaz aktivasyonu apoptoz inhibitör protenleri 

(IAP) adı verilen hücresel proteinler aracılığıyla kontrol altında tutulurlar (94). 
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Bcl-2 proteinleri apoptoz regülasyonunda; hücre yüzeyi ile hücre içi ölüm 

sinyalleri arasında denetim noktası olarak, apoptozom oluşum safhasında ve kaspaz 

zincirleme reaksiyonun aktivasyonunda önemli rol oynar (95). Bcl-2 ailesi iki 

düzineden daha fazla üyeye sahiptir ve birbirine zıt etkileri olan iki gruptan oluşur. 

Bu gruplardan biri apoptozu tetikleyici (en iyi olarak bilinenler: bax, bid, bcl-Xs, 

bad, bim, bak, bok, PUMA, NOXA), diğeri ise apoptozu baskılayıcı (en iyi olarak 

bilinenler: bcl-2, bcl-X1, Mcl-1) etkiye sahiptir. Bcl-2 ailesinin üyeleri BH1 (Bcl-2 

Homology 1), BH2, BH3, BH4 bölgelerinden en az birini içerirler (38). Apoptozu 

tetikleyen üyeler kendi aralarında; BH1, BH2, BH3 bölgelerinden her üçünü 

bulunduranlar (Bax, Bak) ve sadece BH3 içerenler (bid, bad, bim, PUMA, NOXA) 

olmak üzere ikiye ayrılırlar. Apoptozu baskılayan üyelerin hepsi bölgelerin dördüne 

sahiptirler. Ölüm sinyali olmadığı zaman Bcl-2 proteinleri hücre içinde ayrı 

kompartmanlarda bulunurlar. Ölüm sinyali alındığı zaman, apoptoz indükleyen 

üyeler değişime uğrarlar, daha sonra mitokondrinin dış membranına entegre olurlar 

ve mitokondriden apoptozu başlatıcı bir faktör olan sitokrom c’nin salıverilmesine 

sebep olurlar. Bu olaylar gerçekleşirken apoptozu baskılayan üyeler ise inaktif 

durumdadırlar (96).  

 

 

2.5.3. Apoptoz Sürecinin Hücre İçi veya Hücre Dışı Uyaranlarla 

Tetiklenmesine Göre Değerlendirilmesi  

 

Hücreler, hücre içi veya hücre dışı çevrede meydana gelen büyüme faktörü 

eksikliği, hücre yaşlanması, HIV, kemoterapi, radyasyon, yüksek doz glikokortikoid, 

Fas ve TNFR-1 reseptörlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi hücre ölüm 

uyaranları ile tetiklenerek iki ayrı yol ile apoptoza giderler. Bu ana yollardan birisi 

ekstrinsik yol; hücre dışı ölüm uyaranları ile tetiklenen reseptör aracılı apoptoz, 

diğeri ise intrinsik yol; hücre içi uyaranlar ile tetiklenen mitokondri aracılı 

apoptozdur (97). 

 

 

2.5.3.1. Ekstrinsik Yol (Reseptör Aracılı Apoptoz)  
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Ekstrinsik yolda apoptoz, hücre ölüm reseptörleri olan Fas ve TNF-R1’in 

kendi ligandları ile etkileşime girmesi sonucu başlar. Fas ligandı (Fas L), sitotoksik T 

lenfositlerde ve doğal öldürücü (natural killer) hücrelerde bulunur. TNF-R1’in 

ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin bağlanması ile gerçekleşir. Fas ve TNF-R1 kendi 

ligandlarıyla bağlandıklarında ölüm uyarısı almış olurlar. Fas reseptörü, birbirine 

komşu iki Fas ligandının birbirleriyle bağlanması sonucu trimer kompleks halinden 

hexamer kompleks haline dönüşür. Daha sonra, Fas reseptörü kendisinin 

intrasitoplazmik ölüm bölgesi olan FADD (Fas associated death domain) ile, TNF-

R1 ise kendi intrasitoplazmik ölüm bölgesi olan TRADD (TNF-R1 associated death 

domain) ile etkileşime girer. Böylece ölüme sebep olan sinyal kompleksi (death- 

inducing signalling complex: DISC) oluşur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektör 

ölüm bölgesi (death effector domain: DED) ile birleşerek prokaspaz 8’in aktif formu 

olan kaspaz 8’in oluşumuna neden olur. Kaspaz 8; ya prokaspaz 3’ü aktive ederek 

hücre ölümüne sebep olur ya da Bcl-2 ailesinin üyesi olan Bid’in c-terminal 

bölgesini keserek aktif formu olan tBid’in oluşmasına ve böylece apoptozun intrinsik 

yola doğru ilerlemesine neden olur  (98).  

 

Hücreler, bu iki yoldan birisine daha fazla yatkındırlar. Tip 1 hücreler 

(lenfositler), kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih ederken, Tip 2 hücreler (hepatositler), 

intrinsik yola doğru ilerlemeyi tercih ederler (99).  
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Şekil 2.6. İntrinsik ve ekstrinsik apoptozi yolağı (100) 

 

 

2.3.6.2. İntrinsik Yol (Mitokondri Aracılı Apoptoz)  

 

Sitotoksik ilaçlar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasarı, büyüme 

faktör eksikliği gibi nedenlerle oluşabilen ölüm sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3 

bölgesini içeren üyeleri (bid, bad, bim, bax, PUMA, NOXA) tarafından mitokondriye 

taşınır. İntrinsik yolun en önemli bölümü, mitokondri dış membran geçirgenliğinde 

oluşan artıştır (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization) (101). 

Hangi yol ile olursa olsun ölüm sinyalinin, MOMP oluşumunu gerçekleştirebilmesi, 

mitokondriden apoptozun aktivasyonuna neden olan başta sitokrom-c olmak üzere 

Smac/diablo (second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP binding 

protein with low pI), AIF (apoptosis inducing faktor) gibi maddelerin salınımına 

sebep olur. 
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Sitokrom-c; Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9’a 

bağlanarak apoptozom adı verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (Apaf-1 + sitokrom-

c + ATP + Prokaspaz 9 )’nin oluşumunu sağlar. Aktifleşen kaspaz 9, pro-kaspaz 3’ü 

aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktifleşen deoksiribonükleaz inhibitörünü 

(ICAD: inhibitor of caspase- activated deoxyribonuclease) inaktif hale getirir . 

Böylece ICAD’ın başladığı kaspazla aktifleşen deoksiribonükleaz (CAD: caspase 

activated deoxyribonuclease) serbestleşir. CAD, apoptozun karakteristik 

bulgularından olan kromatin yoğunlaşmasına ve oligonükleozomal DNA 

parçalanmasına sebep olur (93). 

 

 

2.5.4. Apoptoz Belirleme Yöntemleri  

 

Apoptoza giden hücreleri saptama yöntemleri, bakılan kriterlere ve 

duyarlılığa bağlı olarak çeşitlilik göstermektedir. Aşağıdaki tabloda gösterilen 

yöntemlerin bazısındaki temel noktalar şunlardır: 

 

 

 
Şekil 2.7. Her bir yöntemin, apoptoz sürecinde görev alan organellere göre dağılımı (102). 

 

Apoptoz Tayininde Kullanılan Flow Sitometrik Yöntemler: 
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 Hücre büyüklük ve granülaritesindeki değişiklikler: Işık saçınımının analizi 

 Plazma membran geçirgenliğindeki değişiklikler: Hoechst 33342 ve PI 

(Propidyum iyodür) ile boyama 

 Hücre yüzeyindeki değişiklikler: Annexin V bağlanması, F-aktin kaybı 

 Mitokondri ve lizozomdaki değişiklikler: Rhodamine 123 ve PI ile boyama, 

JC-1 ile boyama, Lizozom proton pompası 

 DNA fragmentasyonu: TUNEL yöntemi, Sub G1 pik ve DNA analizi 

 Kaspaz aktivasyonu 

 Hücre içi kalsiyum değişikliklerinin ölçümü (103). 

 

 

2.5.4.1. Annexin V/ PI ile Apoptoz Tayini 

 

Apoptoz esnasında meydana gelen hücre yüzeyindeki değişiklikler flow 

sitometri yöntemiyle belirlenebilir. Normalde fosfolipidler, fosfatidilkolin ile birlikte, 

plazma membranının iç ve dış kısmına asimetrik olarak yerleşmişlerdir. 

Sfingomiyelin lipid tabakanın dışında yer alırken fosfotidilserin, sitozol ile yüz yüze 

tabakada yer alır. Apoptoza giden hücrelerde plazma membranındaki fosfolipid 

asimetrisi kaybolur. Plazma membranının iç yüzeyinde bulunan fosfotidilserin 

yüzeye çıkar. Bu olay hücre membran bütünlüğünün bozulmadığı apoptozun erken 

aşamalarında görülmektedir. Fosfatidilserinin ortaya çıkması ölmekte olan hücrelerin 

tespitinde güçlü bir marker olarak ortaya çıkar. Annexin V, kalsiyum varlığında 

fosfatidilserine güçlü bir şekilde seçici olarak bağlanır. Annexin V’ in FITC ile 

konjuge edilmesiyle flow sitometride apoptotik hücreler tespit edilebilir. PI ise ölü 

hücrelerin belirlenmesini sağlayan bir boyadır. Annexin V-FITC ve PI (Propidyum 

iyodür) ile hücrelerin aynı anda boyanması ölü ve canlı hücrelerin ayrımına imkan 

sağlar (103).  

 

 

2.5.5. Apoptoz ve Lösemi  

 

Günümüzdeki kanser çalışmaları özgün olarak kanser hücresini etkileyen 

ancak toksik etkisi minimal olan biyolojik mekanizma tabanlı yollar üzerinde 
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sürdürülmektedir. Bunlardan umut vaadeden ve potansiyel olarak önemli yeni 

yaklaşım: programlı hücre ölümünün proapoptotik reseptörler ile uyarılmasıdır. 

 

Apoptoz vücutta artık ihtiyaç duyulmayan veya geri dönüşümsüz hasar 

görmüş hücrelerin ortadan kaldırılmasını sağlar. Apoptoz basamaklarındaki düzenin 

bozulması kanser patogenezinin önemli bir bileşendir (104).  

 

Normalde apoptotik tetiği çeken özgün mekanizmaların bozulması ile kanser 

hücreleri apoptozu indükleyici genomik değişikliklere sahip olmasına rağmen 

yaşamaya devam eder ve çoğalır. Hematopoetik hücreler gibi hızlı bölünen 

dokularda homeostazı sağlamak için apoptotik mekanizmalara ihtiyaç duyulur. Bu 

mekanizmadaki bozukluklar miyelodisplazi, anemi, lösemi, lenfoma, 

myeloproliferatif hastalıklara neden olur. Apoptoz sitotoksik T lenfositlerin, NK 

hücrelerinin hücresel ölümü tetiklemesinde görev alır (105).  

 

DNA hasarının tespiti ve apoptozun başlatılmasında anahtar yol olarak rol 

alan p53 sıklıkla kanser hücrelerindeki mutasyonlar ile inaktive edilmiştir. p53 ‘ün 

inaktive olması hücrenin sahip olduğu genomik anormalliklere rağmen intrinsik 

apoptozdan kaçınmasını sağlar. Aynı zamanda tümor hücresinde konvansiyonel 

tedavilere maruz kalarak oluşan DNA hasarına yanıt olarak apoptozun başlatılması 

basamağı gerçekleşmez. Bu yüzden kanser hücrelerinde apoptozu düzenleyen 

tedaviler umut vaat etmekte olup pek çok preklinik ilaç araştırmasının odağı haline 

gelmiştir.  

 

Apoptotik hücre ölümüne yol açan iki sinyal yolağı mevcuttur. Birincisi 

intrinsik yolak olup, Bcl-2 protein ailesi ve mitokondriyal sinyaller ile aktive olur. 

İkincisi hücre yüzeyindeki spesifik ölüm reseptörlerinin (DRs) proapopitotik 

ligandları ile etkileşmesiyle uyarılan ekstrinsik yolaktır. Her iki yolak enzimatik 

kaspaz sistemini uyarıp apopitotik hücre ölümüne yol açar. DNA hasarı, hücre 

iskeletinin hasarı gibi ciddi hücresel streslerde intrinsik apoptotik mekanizma 

uyarılır. Proapoptotik Bcl-2 ailesinin üyesi olan BH3 proteinin transkripsiyonu 

yoluyla sağlanır. DNA hasarı ile p53’ün aktive olması BH3 proteinlerinden PUMA 

ve NOXA’nın transkripsiyonunu uyarır. Böylelikle BAX ve BAK aktivasyonu ile 
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apoptotik mekanizma uyarılmış olur. Sağlıklı hücrelerde antiapoptotik BCL-XL,  

proapoptotik proteinlere örneğin BAK ve BAX’a bağlanarak bunların aktivasyonunu 

engeller (106).  

 

Kemoterapi ve radyoterapi p53 sistemini aktive ederek intrinsik apoptotik 

mekanizmayı uyarır. Proapoptotik membran reseptörlerinin uyarılması p53’ten 

bağımsız olarak ekstrinsik yolak ile apoptozu uyarır. Bu reseptörler seçici olarak 

normal hücreleri ayırıp tumör hücrelerinde apoptozu uyarırlar. Proapoptotik 

membran reseptör agonistlerinin kemoterapi ile kombine edilmesi sinerjistik 

antitumör etki gösterir. Aynı zamanda bu birliktelik kemoterapiye duyarlılığın 

yeniden düzenlenmesinde yeni bir tedavi seçeneği sağlamaktadır (104). 

 

Bcl-2 ailesinin proapoptotik üyelerinin fonksiyon yitirmesi ya da 

ekspresyonunun durmasının lösemi ve lenfomaya yol açtığı gösterilmiştir. Bcl-2 

antiapoptotik proteinin aşırı ekspresyonu B hücreli lösemilerde ve bazı AML 

hastalarında gösterilmiştir. Bcl-2 ailesinin antiapoptotik üyeleri lenfoma ve lösemi 

gelişiminde bu hastalıkların seyrinin ciddiyetinde ve tedaviye direncinde önemli rol 

oynar. Örneğin A1 proteini AML hücrelerinin yaşam süresi ile ilişkilidir. Mcl-1’in 

artmış olması löseminin relaps yapması ile ilişkili bulunmuştur. Bcl-XL’nin AML 

hastalarında artmış ekspresyonu gösterilmiştir. Bcl-2 ve Bcl-XL tarafından PML-

RARα ve BCR-ABL’nin indüklendiği akut lösemilerin görülme sıklığı artmıştır. 

 

Lösemik hücrelerde apoptozun indüksiyonunu etkileyen genetik ve 

mikroçevresel faktörlerle ilgili de çok sayıda çalışma yapılmıştır. Sitotoksik ilaçlarla 

lösemik hücre dizilerinin tedavisinin sitokrom c salınımı ve kaspaz aktivasyonu ile 

sonuçlandığı gösterilmiştir. Kaspazların aynı zamanda, taze izole edilmiş B kronik 

lenfositik lösemilerin sitotoksik tedavileri sonrasında aktive oldukları gösterilmiştir. 

Apoptozisin regüle edilememesi, hücre ölümünü regüle edici proteinleri kodlayan 

genlerin translokasyonlarından dolayı meydana gelir (8).  

 

 

2.6. Wnt Sinyal Yolağı  

 



31 
 
 

Wnt geni, yaklaşık 27 yıl önce ilk olarak int-1 adı ile farenin tümörlü meme 

dokusundan klonlanmış olan bir gendir. Daha sonra, Drosophila’da bulunan 

’’wingless’’ geninin int-1 geni ile dizi ve fonksiyon benzerliği gösterdiği saptanarak, 

1991 yılında bu iki gen ismi birleştirilmiş ve bu gen literatüre Wnt geni olarak 

geçmiştir (107,108). Günümüze kadar insanda tanımlanmış olan Wnt gen ailesine ait 

birbirine temel yapı olarak benzeyen 19 adet protein vardır (109). 

 

Wnt proteinlerinin hücre büyümesi, hücre adezyonu, hücre hareketi, hücre 

polaritesi ve farklılaşmasını düzenlediği bilindiği gibi ayrıca hem kök hücrelerinin 

özelleşmesinde ve değişimlerinde hem de pek çok dokunun embriyonik gelişiminde 

(özellikle merkezi sinir sistemi, böbrek, meme bezleri ve dokusu ve ekstremitelerde) 

önemli rol oynadıkları da gösterilmiştir (110). 

 

Hem erken embriyolojik dönemde hem de çeşitli kanser türlerinde aktive 

olduğu bilinen Wnt sinyal ileti yolu son yıllarda kanser araştırmacıları tarafından 

oldukça dikkat çekmeye başlamıştır, çünkü bu sinyal yolağındaki birçok genin 

neoplastik transformasyona sebep olduğu bilinmektedir (109). 

 

 

 

Temel olarak 3 çeşit Wnt sinyal yolağı tanımlanmıştır: 

 

1. Wnt/β-katenin (Kanonik/Klasik) sinyal yolağı  

2. Wnt/Ca+2 (Kanonik olmayan) sinyal yolağı  

3. Wnt/Planar Hücre Polaritesi (PCP) (Kanonik olmayan) sinyal yolağı 

 

Kanonik olmayan yolakların kanser gelişimindeki rolü tam olarak 

bilinmemektedir. Ancak bunların, Wnt/β-katenin sinyal yolağının antagonisti gibi 

davrandığı düşünülebileceği gibi, başka bir fikre göre de Wnt’lerin aktivasyonunun 

bu iki yolak aracılığı ile tümör progresyonunu sağlayabileceği öngörülmektedir 

(109). 
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2.6.1. Wnt/ β-Katenin (Kanonik/Klasik) Yolağı 

 

Kanser gelişiminde rol oynayan en temel yolaktır. Bu yolağın anlaşılmasında 

merkez rolü β-katenin (CTNNB1)  oynar. Kanonikal Wnt yolağı kök hücreler için 

kritik düzenleyici sinyal yolağı olarak görülmektedir. Birçok dokuda da Wnt sinyal 

yolağının aktivasyonu kanserle ilişkili bulunmuştur. Bu drurumun muhtemelen kök 

ve progenitör hücrelerin, Wnt sinyal yolağı tarafından sıkı şekilde düzenlenen 

kendini yenileme özelliğinin kanser hücrelerinde değişmesi ve malignant çoğalmaya 

izin vermesiyle ilgili olduğu düşünülmektedir (11).  

 

Wnt sinyal yolağında görev alan β-katenin proteini hücre içinde membrana 

bağlı olarak, sitozolde ve çekirdekte olmak üzere 3 farklı bölgede bulunabilir (111). 

Wnt/β-katenin sinyal yolağında transkripsiyon faktörü olarak görev yaptığı ortaya 

konan (112) β-katenin, adheziv hücre-hücre bağlantılarında ve Wnt sinyal yolağında 

görevli çok fonksiyonlu bir proteindir (111, 113). 

 

β-katenin sitoplazmada bulunur ve Wnt sinyal aktivasyonu ile çekirdeğe 

taşınır. Böylelikle çok sayıda genin transkripsiyonunu aktive eder. Aynı zamanda bu 

yolak çok sıkı bir şekilde kontrol edilir, ancak ihtiyaç duyulduğu zaman aktive olur 

(109). Bu yolağın en temel bileşenleri; multiprotein kompleksini (yıkım 

kompleksini) oluşturan Axin-APC (Adenomatous Polyposis Coli)- GSK3β (Glikojen 

Sentez Kinaz 3β) ve bu yıkım kompleksinin antagonistleri olan Dvl (Dishevelled)-

CKIε (Kazein kinazIε)- GBP/Frat ve de β-katenin’dir (114). 
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Şekil 2.8. Wnt/β-katenin sinyal yolağının şematik gösterimi (115) 

 

Wnt sinyal varlığında; Eğer hücre bir Wnt sinyali algılarsa öncelikle Wnt 

sinyal proteini gelir, hedef hücre zarında bulunan Fz reseptörü ve LRP5/6 

koreseptörü ile ilişki kurar. Bu bağlanma ile beraberinde Wnt 2 önemli fosforillenme 

reaksiyonunu uyarır. Bunlardan biri LRP5/6’nın sitozol içinde kalan kısmının 

GSK3β ve CKIε enzimleri tarafından fosforillenmesidir. Bu kısmın fosforillenmesi, 

sitozol içerisinde bulunan ve Axin-APC-GSK3β’dan oluşan yıkım kompleksini 

etkiler. Bu fosforillenmenin etkisi sonucu bu kompleksi bir arada tutan Axin ile ona 

bağlı bulunan GSK3β bu kompleksten ayrılarak, LRP5/6’nın sitozol içindeki 

fosforillenmiş kısmına bağlanır. Diğer bir fosforilleme işlevi ise, sitozolde bulunan 

CKI, CKII ve Par-1 enzimleri ile Dvl proteininin fosforillenmesidir. Dvl, Axin’e 

bağlanarak, Axin proteininde konformasyonel bir değişiklik meydana getiririr. Bu 

değişiklik, GSK3β’nın Axin’den ayrılmasını sağlar. Axin’den ayrılan GSK3β, Frat-1 

tarafından inhibe edilir. Bu sayede GSK3β’nın β-katenini fosforilleme etkisi ortadan 

kalkar ve hücre içinde ''β-katenin'' konsantrasyonu artar. Hücre içinde biriken bu ''β-

katenin'' başlıca iki mekanizmayı tetikler. Bunlardan birincisinde, ''β-katenin'' hücre 

membranındaki N-kaderin’in hücre içi bölümüne bağlanarak, hücreler arası 
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bağlantıyı güçlendirici ve stabilize edici rol oynar. İkincisinde ise, hücre çekirdeği 

içine girerek ''Tcf/Lef'' transkripsiyon faktörlerine bağlanır ve Wnt sinyal yolunun 

hedef aldığı genlerin transkripsiyonlarına imkan sağlar (Şekil 2.8) (109). 

 

Wnt sinyal yokluğunda; Wnt hücre zarındaki Fz ve LRP5/6 reseptörlerine 

bağlanamaz. Dolayısıyla sinyal mekanizmasının aktivasyonunda rol oynayan 2 

fosforillenme işlemi gerçekleşemez. Fosforillenme reaksiyonları gerçekleşmediği 

için, yıkım kompleksi aktif durumdadır. Bu yıkım kompleksi üyeleri olan GSK-3β ve 

beraberindeki ''Axin'' ve tümör baskılayıcı faktör olan ''APC'', ''β-katenin'' in 

fosforilasyonunu N-ucunda yer alan serin ve treonin amino asitlerinden (kodon 33, 

37, 41) kazein kinaz-1 (CKI) ise Ser 45’den yapmaktadır. Bu fosfoaminoasitler β-

katenine 2. bir protein kompleksi (ubikutin ligaz kompleksi) için bağlanma bölgesi 

oluştururlar ve ubikutinasyonu başlatırlar. Böylelikle β- TRCP (β-transducin repeat 

containing protein), proteozomal degredasyon için proteini hedefler ve β-kateninin 

degradasyonu sağlanır. ''β-katenin'' in degredasyonu da, hücre çekirdeğinde ''Tcf/Lef'' 

grubu transkripsiyon faktörlerinin DNA’ya bağlanarak Wnt sinyal yolunun hedefi 

olan genlerin transkripsiyonlarını baskılamalarına imkan sağlar (Şekil 2.8) (109, 

116). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERYAL ve YÖNTEM  
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3.1. Çalışma Grubunun Seçilmesi  

 

Bu çalışmaya, Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji Onkoloji 

Eğitim ve Araştırma Hastanesi Etik Kurulu’nun 13.10.2014 tarih ve 063 numaralı 

kararı ile etik kurul onayı alındıktan sonra başlandı. Çalışmamız için 2011-2014 

yılları arasında Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji Onkoloji Eğitim 

Araştırma Hastanesi Kemik İliği Nakil Ünitesinde tedavi görmüş,  ALL tanısı 

konulmuş 8 hasta birey (2 T-ALL, 6 B-ALL) kontrol grubu için 6 sağlıklı birey 

seçilmiştir. Kök hücre işleme ve saklama laboratuvarı’ nda standart dondurma 

protokolleri uygulanarak saklanan hasta ve sağlıklı bireylerin kemik iliği örnekleri 

kullanılmıştır. 

 

 

3.1.1. Numunelerin Toplanması 

 

Kemik iliği nakil ünitesine (KİT) ALL tanısıyla yatan ya da hematoloji 

servisine ALL tanısı için gelen hastalardan herhangi bir tedavi uygulanmadan, tanı 

anında 2-4 ml kadar kemik iliği ve periferik kan örneği Kök Hücre İşleme ve 

Saklama laboratuvarına gönderilmiştir. Ayrıca nakil için KİT ünitesine yatan ALL 

hastalarının vericilerinden de ameliyathane ortamında steril şartlarda Krista iliaka 

posteriordan 500-1000 ml kadar toplanan kemik iliğinden 2-4 ml kadar alınıp 

çalışma için ayrılmıştır.  

 

 

3.2. Mononükleer Hücrelerin Ayrılması  

 

Gelen kemik iliği örneği 1:1 oranında PBS (Biochrom, Almanya) ile 

karıştırılarak 4 ml fikol (Biocoll, Biochrom, Almanya) üzerine yayılmıştır. Kemik 

iliği içerisindeki mononükleer hücreler (MNH) frensiz olarak 2200 rpm’de 20 dakika 

santrifüj (Eppendorf, Almanya) edilerek ayrılmıştır. Santrifüj sonunda oluşan MNH 

tabakası toplanarak yeni bir tüpe aktarılmıştır. İçerisinde az sayıda olan MKH’leri de 

içeren tüm pellet homojenize edilerek 10 ml PBS ile sulandırılıp 2000 rpm’de 5 
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dakika santrifüj edilerek yıkanmıştır. Altta kalan pelletin üzerine 5 ml PBS eklenerek 

sayım işlemi gerçekleştirilmiştir. Hücre sayısı otomatik hücre sayım cihazında 

sayılıp, elde edilen ml’deki hücre sayısı total sayıyı hesaplamak için 5 (5 ml olduğu 

için) ile çarpılır. Elde edilen hücreler bir kez daha santrifüj edilip pellet haline gelen 

hücreler üzerine Dulbeco’s Modified Eagle Medium Low Glucose (DMEM-LG), 

%20 Fetal bovine serum ve %10 Dimetil sülfoksit (DMSO) (OriGen, İsveç) içeren 

dondurma (freezing) solüsyonu eklenerek kriyoviallerde +4º’de 1 saat, 20º’de 4 saat, 

– 80º’de 24 saat ve daha sonra -196º sıvı azot tanklarına alınmıştır (sekil 3.3).  

 

 

 

Sekil 3.1. Mononükleer hücrelerin ayrışması ve dondurulması. a) Mononükleer hücre ayrışması için   

                fikol eklenmesi, b) Fikol eklenmiş örneğin santrifüj sonrası plazma, mononükleer hücre ve  

                eritrositler olarak ayrışması, c) Ayrılmış mononükleer hücreler, d) Hücrelerin dondurulduğu  

                -196 ºC sıvı azot tankları. 

 

 

3.2.1. Örneklerin Çözülmesi 

 

Kriyovialler azot tankından alındıktan sonra oda ısısında hızlıca çözülmüştür. 

Çözülen ürün yeni bir tüpe alınarak freezing solüsyonunu ortamdan uzaklaştırmak 

için 5ml PBS eklenip 2000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Hücre pelleti üzerine kültür 
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solüsyonu eklenerek doku kültür kabına (25 cm
2
’lik flask-T25) 5 ml büyüme besiyeri 

[DMEM-LG (Biochrom, Almanya), %10 fetal bovine serum (Biochrom, Almanya), 

%1 antibiyotik (Penisilin-Streptomisin, Biochrom, Almanya)] ile birlikte aktarılmış 

ve 37
0
C, %5 CO2’li inkübatörde (Galaxy 170R, Eppendorf Company, Almanya) 

kültüre edilmiştir. 

 

 

3.3. Mononükleer Hücrelerden Blastik T Hücre İzolasyonu 

 

Aynı hasta bireyin en az iki kriyoviyalde dondurulmuş MNH örneklerinden 

biri ekim için kullanılmış, diğeri ise T hücre izolasyonu için kullanılmıştır. B-ALL’li 

hasta MNH örnekleri için B hücre izolasyonu yapılmamış olup direk MNH’ ler 

kültüre edilmişlerdir. MNH’lerden T hücrelerin eldesi için  EasySep™ T Hücre 

izolasyon kiti (Stem cell, Kanada) kullanılmıştır. Bu kit, T hücrelerin ayırımında 

kullanılmak üzere “EasySep™ İnsan T Hücre izolasyon kokteyli (Stem cell, 

Kanada)” ve manyetik işaretleme için “EasySep™ Dekstran Rapid Spheres (Stem 

cell, Kanada)" içerir. Mononükleer hücreler öncelikle izolasyon kokteyl ile 

karıştırıldı ve 5 dk oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında manyetik 

dekstran rapid spheres tüp içerisine ilave edilerek medyum ile tüp içerisindeki volüm 

2.5 ml’ye tamamlandı ve tüp magnet içerisine yerleştirilerek 3 dk oda sıcaklığında 

bekletildi. Bu süre sonunda tüp magnetin içerisinde iken magnet ters çevrilerek 

nanopartiküller ile işaretlenmemiş T hücreler yeni bir tüpe alındı. Bu yıkama işlemi 3 

kez tekrarlandı. Negatif seleksiyon sorası tüpün dibinde kalan örnekler yeni tüpe 

ilave edildi. T hücreler üzerine 1 ml besiyeri ilave edilerek, yaklaşık 250µl örnek 

hücre sayımı için hemogram cihazında (Beckman Coulter HmX-AL) okutuldu ve 

hücre sayısına göre 1:1 oranında ekim yapacağımız MKH’ler üzerine çoğunluğunu 

blastik hücrelerin oluşturduğu süspanse haldeki hücreler eklendi. 
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Şekil 3.2. EasySep™ T Hücre izolasyonu kiti ve magnetiyle T hücre izolasyonu 

 

Negatik seleksiyon yaptığımız için hücreler, Tetramerik Antikor Kompleksi 

(TAC) kullanılarak dekstran kaplı manyetik nanopartiküller ile spesifik olarak 

işaretlenmiştir. Bu kompleks hem dekstran hem de hedef hücre yüzey antijenini tanır 

ve istemediğimiz tüm hücrelere bu partiküller yapışarak magnetin etkisiyle tüpün 

duvarına yapışır ve tüpün dibinde sadece T hücrelerinin olduğu karışımın oluşmasını 

sağlar. 

 

 

Şekil 3.3. Tetramerik Antikor Kompleksi 

 

 

3.3.1.İzole Edilen Blastik T hücrelerin Flow Sitometrik Analizleri 

 

İzole edilen blastik T hücre popülasyonlarının sayımı hemogram cihazıyla 

yapıldı ve karakteristik özelliklerini belirlemek amacıyla flow sitometride 

immunfenotipleme yapıldı. Hücre yüzeyinde eksprese olan antijen moleküllerine 

spesifik antikorlar kullanılarak tanımlama yapılmaktadır. Antikor aracılığı ile antijeni 

göstermek için kullanılan florokromlar ışığı absorbe ederek farklı dalga boylarında 
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ışın saçarlar. Farklı florokromların ışığı aktifleme (eksitasyon) ve emilimleri 

(emisyon) farklıdır. T hücreler için kullanılan primer antikorlar (Beckmann Coulter, 

CA, ABD)  ve konjuge florokromları tabloda gösterildiği gibidir.  

 

Klonal bir hastalık akut lösemide olgun hale gelemeden kontrolsüz çoğalma 

özelliği kazanan blastik hücreler farklı klonlardan gelişmiş olabilir. Süspansiyon 

halindeki hücre popülasyonunda grafik bir çerçeve ile kapılama işlemi yapıldı. 

FSC/SSC ve CD45 grafiğinde T hücrelerinin düştüğü yerler belirlendi.  

 

Tablo 3.1. Antikor-Konjuge Florokromların eksitasyon ve emilim değerleri 

 

Antikor - Konjuge Florokrom Eksitasyon Emilim 

CD8-FITC (Fluorescein isothiocyanate) 468-505 504-541 

CD3-PC7 (Fikoeritrin siyanin7) 486-580 660-680 

CD4-PC5 (Fikoeritrin siyanin5) 486-580 675-770 

CD7-ECD (Fikoeritrin-Teksas Kırmızısı-x) 486-575 610-635 

CD45-APC (Allofikosiyanin) 633-635 650-680 

 

 

3.4. Mezenkimal Kök Hücre İzolasyonu ve Hücre Kültüründe 

Çoğaltılması  

 

3.4.1.Mononükleer Hücrelerden MKH Kültürüne Geçiş 

 

Önceden MNH ayrımı yapılmış ve dondurulmuş örnekler çözülerek pasaj 

0’da 25 cm
2
’lik flasklara (T25) ekilmiş ve 24 saat sonunda gözlenmiştir. Kültür 

flaskı tabanına yapışan adeziv hücreler gözlendikten sonra her 3 günde bir kültür 

besiyeri değiştirilmiştir. Buradaki amaç adezif olmayan hematopoetik hücrelerin 

ortamdan uzaklaştırılmasıdır. Yaklaşık iki hafta içerisinde adeziv karakterdeki 

hücrelerin çoğalarak kültür kabını %90-100 oranında doldurması sağlanmıştır. 

Konfluent hale gelen hücreler pasaj 2 ‘ye geçirilmek üzere, öncelikle hücre kültür 

ortamından besiyeri uzaklaştırılır sonra ortama PBS eklenerek hücreler yıkanır. 

Ortamdan PBS uzaklaştırılarak 4 ml %0,05 tripsin/EDTA (Biochrom, Almanya) 
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konularak inkübatöre konularak 10 dk beklenir. Bu aşamada hücrelerin yüzeyden 

ayrılıp ayrılmadıkları invert mikroskopta kontrol edildikten sonra kalkmış olan tüm 

hücreler kültür flasklarından alınır. Falkon tüpe toplanan örneğe tripsinin etkisini 

elimine etmek için PBS eklenir ve sayım için 300µl örnek alınarak otomatik sayım 

cihazında (Beckman Coulter HmX-AL) sayılır. Falkon tüpte kalan hücreler 2000 

rpm’ de 15 dk santrifüj edilir. Sayım sonucuna göre pasaj 1 ‘e geçecek hücreler 

tekrar ekim için hazırlanır.  

 

 

 

   Şekil 3.4. A) Mononükleer hücrelerin T25’ lik hücre kültür flaskına ekimi, B) İnvert mikroskopta  

                    incelenmesi C) 37º C,  % 5 CO2’li inkübatörde kültüre edilmesi. 

 

 

3.4.1.1. MKH Kültüründe Pasajlamalar 

 

Pasaj 0 sonunda hücre sayımının sonucuna göre bir T25 kültür flaskına 5x10
4
 

hücre olacak şekilde 5ml hücre kültür besiyeri eklenerek ekilir ve 37
o
C, %5 CO2’li 

inkübatöre yerleştirilir. Kalan hücreler üzerine DMEM-LG, %20 fetal bovine serum 

ve %10 DMSO (OriGen, İsveç) içeren dondurma (freezing) solüsyonu eklenerek 

kriyoviallerde +4º’de 1 saat, -20º’de 4 saat, -80º’de 24 saat ve daha sonra -196º sıvı 

azot tanklarına alınmıştır. Aynı işlem pasaj 2’ye geçilirken tekrarlanmıştır. Pasaj 1 

sonunda elde edilen hücrelerin bir kısmı MKH karakterizasyon çalışmasına, bir kısmı 

da her kuyucukta 25x10
3 

hücre olacak şekilde blastlarla kokültür için 12 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekildi. 
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3.5. Mezenkimal Kök Hücrelerin Blastlarla Kokültürü  

 

Pasaj 2’de 12 kuyucuklu kültür kaplarına (Cellstar, Greiner Bio-One) 25x10
3 

MKH ekimi yapılmış ve MKH’ler yaklaşık 5 günde %80 çoğalma kapasitesine 

ulaşmışlardır. 12 kuyucuklu kültür kabının zeminine yapışan MKH’ler blastik 

hücrelerle kokültüre edilmiştir. Küçük lenfositler yaklaşık 7-10µm iken büyük 

lenfositlerin boyutları 14-20 µm’ye kadar çıkabilmektedir. Kokültür için hücre hücre 

temasını engelleyecek şekilde por büyüklüğü 1 µm olan ve 12 kuyucuklu kültür 

kaplarına uygun, kolaylıkla takıp çıkarılabilen membranlar kullanılmıştır.  

 

 

Şekil 3.5. Mezenkimal kök hücrelerin blastik hücrelerle kokültürü. a) EasySep™ T Hücre izolasyon 

                 kiti ve magneti ile izolasyon b) ThinCert
TM 

hücre kültürü membranı, c) 12 kuyucuklu kültür  

                 kabında kokültür. 

 

Kokültür çalışmaları iki farklı şekilde gerçekleştirilmiştir. Bir grup, 12 

kuyucuklu kültür kabının kuyucuklarında hücre hücre teması olacak şekilde, ALL’li 

hastalardan izole edilen, çoğunu (%70-95) blastik hücrelerin oluşturduğu hücre 

süspansiyonu ile direk 1:1 oranında MKH’lerle kokültüre edilmiştir. Diğer grup ise 

kokültür çalışmaları için özel ThinCert
TM 

hücre kültürü membranları (Geriner Bio-

One, Avusturya)  kullanılarak ve hücre hücre teması engellenerek yine 1:1 oranında 

blastik hücreler MKH’lerle kokültüre edilmiştir. Ayrıca negatif kontrol olarak sadece 

blastik hücreler ve sadece mezenkimal kök hücreler kültüre edilmiştir. İki kuyucuk 

ise β-katenin immunositokimya çalışması için ayrılmıştır (Şekil 3.5.c). 
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 3.6. MKH’lerin Karakterizasyonu  

 

Tüm karakterizasyon çalışmaları pasaj 2 MKH’ler ile yapılmıştır.  

 

 

3.6.1. Morfolojik Analiz  

 

MKH’lerin karakterizasyonunda ilk adım hücrelerin plastik yüzeye 

yapışabilmeleri ve iğsi-poligonal morfoloji göstermeleridir. Bu özelliklerinin 

saptanması inverted mikroskop kullanılarak yapılmıştır (Şekil 3.6).  

 

 
Şekil 3.6. Mezenkimal kök hücrelerin morfolojik görünümleri (invert mikroskop 4x). 

 

 

3.6.2. Farklılaşma Testleri  

 

Hücrelerin MKH olduğunun kanıtlanması için, en azından, adipojenik ve 

osteojenik farklılaşma kapasitesi olduğunun in-vitro ortamda gösterilmesi 

gerekmektedir. Bu nedenle MKH’ler adipojenik veya osteojenik yönde farklılaşmayı 

uyaran besiyeri ortamında tutularak 3 hafta sonra farklılaşma gösterip 

göstermedikleri yönünden değerlendirilmiştir.  

 

Adipojenik Farklılaşma  
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İkinci pasajda olan hücreler T25’lik flasklara ekilerek çoğaltılmaya 

başlanmıştır. Haftada 2 kez besiyeri değiştirilerek hücrelerin %100 yoğunluğa 

ulaşması sağlanmıştır. Ardından flask 5 ml PBS ile yıkanmış ve adipojenik 

farklılaşması için 2 ml adipojenik farklılaşma besiyeri (MesenCult® Adipogenic 

stimulatory supplements (Human), Stemcell, Kanada) eklenmiştir. Üç günde bir 

kültür ortamı tazelenmiştir. Üç hafta sonunda flasklardaki besiyerleri toplanmış ve 

PBS ile yıkama yapılmıştır. Yıkamanın ardından yağ hücresine farklılaşan hücreler 5 

ml %10 formol (Sigma, ABD) ile 1 saat fikse edilmiştir. Fiksasyonun ardından 

formol uzaklaştırılıp, steril distile su ile yıkanmıştır. Ardından 5 ml %70’lik 

izopropronalol konularak 5 dakika bekletilmiştir. İzopropronalolun 

uzaklaştırılmasından flaska 5ml Oil Red O boyası (Sigma, ABD) eklenerek 5 dakika 

oda ısısında beklenmiş ve ardından distile su ile 2 kere yıkama yapılmıştır. Flaska 5 

ml hematoksilen boyası eklenerek 1 dakika oda ısısında tutulmuş, çekirdek 

boyanması sağlanmıştır. Hematoksilen ortamdan uzaklaştırıldıktan sonra ortamın 

kurumaması amacı ile 5 ml distile su eklenmiştir. Dijital görüntüleme sistemi 

(Olympus, Japonya) ile fotoğrafları çekilmiştir. Oil red boyası ile kırmızı renkte 

boyanma ve hücre içerisinde yağ damlacıkları görülmesi adiposit farklılaşmasının 

kanıtı olarak kabul edilmiştir.  

 

Osteojenik Farklılaşma  

 

Tripsinize edilmiş olan pasaj 2 MKH’ler flaska ekilerek çoğaltılmış ve 

haftada 2 kez besiyeri değiştirilerek hücrelerin %90 yoğunluğa ulaşması 

sağlanmıştır. Ardından flasklar 5 ml PBS ile yıkanmış ve kemik hücresine 

farklılaşması için 5 ml osteojenik farklılaşma besiyeri (MesenCult® Osteogenic 

Stimulatory Kit, Stemcell, Kanada) eklenmiştir. 3 hafta sonunda flasklardan 

besiyerleri toplanmış ve 5 ml PBS ile yıkama yapılmıştır.  
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Şekil 3.7. MKH’lerin osteojenik farklılaşma aşamaları 

 

Farklılaşma analizi için 5 ml %4 paraformaldehit ile 30 dakika oda ısısında 

fikse edilen hücreler distile su ile yıkanarak paraformaldehit ortamdan 

uzaklaştırılmıştır. Flasklara 5 ml Alizarin Red boyası (Sigma, ABD) eklenerek 20 

dakika oda ısısında bekletilmişlerdir. Ardından boya uzaklaştırılıp flasklar 5 ml 

distile su ile yıkanmış ve dijital görüntüleme sistemi ile flaskların fotoğrafları 

çekilmiştir. Alizarin red boyası ile koyu renkte kalsiyum depozitleri görülmesi 

osteojenik farklılaşmanın kanıtı olarak kabul edilmiştir. 

 

 

3.7. Flow (Akım) Sitometri (FCM) ile Apoptoz Tayini 

 

Flow sitometrinin temel prensibi, bir süspansiyon halindeki hücre ya da 

partiküllerin lazer ışığı ile aydınlatılmakta olan bir bölmeden geçirilerek hücrelerin 

ışığın önünden geçerken verdikleri sinyallerin toplanarak analiz edilmesidir. Oluşan 

sinyallerin kaynağı hücrenin büyüklüğü, granülaritesi gibi fiziksel özellikleri yanında 

hücreye bağlanan çeşitli florokromlar da olabilmektedir. Böylece hücre ya da 

partikülün immunfenotipi, DNA içeriği, enzim aktiviteleri, hücre membran 

potansiyeli, canlılığı gibi çeşitli özellikleri hakkında bilgi toplanabilir. 

 

 

 
Şekil 3.8. Flow sitometri cihazının şematik gösterimi (117) 
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Flow sitometri birçok sistemi birleşmesinden oluşmuştur. Bunlar örnek 

toplayıcı ve taşıyıcı sistem, akış sistemi, ışık (lazer) kaynağı, sferik ve çapraz 

silindirik filtreler, odaklanma aynaları, sinyal dedektörleri (optik ve elektrik sinyal), 

bilgisyaar sistemi ve ayırma mekanizmasıdır. Süspansiyon halindeki işaretli hücreler 

ve partiküller hava basıncı ile akış sistemi içinden geçirilir. Bu sistemde akış hızı 

yüksek olduğundan hücreler basıncın etkisiyle akış kabinine gelir. Buradan 

hücrelerin tek sıra halinde geçişi sağlanır ve tek sıra halindeki hücreler lazer ışığı 

içinden geçerek görünür hale gelirler. Lazer kaynağı olarak; argon iyonu, kripton, 

helyum-kadmiyum, helyum-neon gibi yüksek yoğunluktaki ışık kaynakları kullanılır. 

Yapısında yer alan sinyal dedektörleri: önden saçılımı sağlayan ve hücre boyutunu 

gösteren Forward Scatter (FSC), yandan saçılımı sağlayan ve hücrenin iç yapısını 

granülatesini gösteren Side Scatter (SSC)’dir. FSC/SSC grafiği ile hücre 

süspansiyonundaki farklı popülasyonlar birbirinden ayrılabilir. Örneğin; periferik 

kanda lenfositler daha küçüktür ve az granülarite gösterirler,monositler orta 

büyüklükte ve orta granülarite gösterirken, granülositler hem büyüktürler, hem de 

dahafazla granülariteye sahiptirler (Şekil 3.9.). 

 

 

Şekil 3.9. Flow sitometri çalışmaları için kemik iliği ve periferik kandan kapılama stratejileri (117) 

 

Apoptozis de genetik olarak kontrol edilen, hücrenin kendisini öldürmeye 

karar verdiği ve bunun için çok sayıda protein sentezlerine yöneldiği aktif ve 
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dinamik bir olaydır. Flow sitometri ile henüz hücrelerde nükleer değişiklikler 

oluşmadan membrandaki erken değişiklikler sırasında bile apoptozis 

ölçülebilmektedir. Apoptozis geliştiğinde hücre membranının normalde iç kısmında 

bulunan fakat apoptozis ile hücre yüzeyine çıkan fosfatidilserine bağlanma özelliği 

gösteren Annexin V ile hücrelerde apoptozis tayini yapılabilmektedir. Ölü-canlı 

hücre ayırımı içinde ise hücrelerin eş zamanlı olarak PI ile boyanması sonuçları daha 

güvenilir hale getirmektedir. Bilgisayar programı ile analiz edilen hücreler FSC/ SSC 

grafiğinde belli alanlara düşerler. Bu alanlardan incelenecek hücrelerin yeri 

belirlenerek kapılama yapılır. Apoptozis tayininde de bu grafiğin 4 bölgesine düşen 

hücrelerin her birisi farklı özellikteki hücreleri gösterir. Analiz sonucunda canlı 

hücreler Annexin V (-)/PI (-), erken apoptotik hücreler Annexin V (+) /PI (-), geç 

apoptotik hücreler Annexin V (+) /PI(+) , nekrotik hücreler ise Annexin V (-) /PI (+) 

ekspresyonu ile tayin edilir. 

 

 

 

Şekil 3.10. Flow sitometride apoptoz tayini için elde edilen grafiğin şematik gösterimi. Grafikte 1 

                   numaralı bölge canlı hücreleri, 2 numaralı bölge erken apoptotik hücreleri, 3 numaralı  

                   bölge geç apoptotik hücreleri ve 4 numaralı bölge nekrotik hücreleri gösterir. 

 

Çalışmamızda MKH’lerin blastik hücre popülasyonları üzerinde apoptotik 

etkisi olup olmadığını görmek için flow sitometi ile apoptozis tayini yapıldı. Bunun 



47 
 
 

için Annexin V-FITC/PI (Beckmann Coulter, Fransa) apoptozis kiti kullanıldı. 96 

saat kokültüre edilen örneklerin membransız olan kuyucuklarında yüzeye 

yapışmamış medyum içinde yüzen blastik hücre popülasyonları toplandı. Membranlı 

kuyucuklarda ise direk membran üzerinde blastik hücre popülasyonları flow 

sitometri cihazına uygun toplama tüplerine alındı. Apoptozis tayini için tüm adımlar 

buz üzerinde çalışıldı. Tüpe alınan hücreler soğuk PBS (Phosphate Buffer Saline) ile 

yıkandıktan sonra 4ºC’de, 1500 rpm’ de 5 dk santrifüj edildi ve süpernatant döküldü. 

Ardından kit içerisinde yer alan ve çalışma öncesi hazır hale getirilen 1x bağlayıcı 

tampon çözelti (binding buffer) eklendi, süspanse edildi. 1µl Annexin V- FITC ve 5 

µl PI eklendikten sonra iyice karıştırıldı ve buz üzerinde 15 dk karanlıkta inkübe 

edildi. 400µl bağlayıcı tampon çözelti eklenip homojen bir karışım elde edildikten 

sonra da 30 dk içerisinde örnekler flow sitometri cihazında (Navios-Beckmann 

Coulter, CA, ABD) değerlendirilmiştir. 

 

MKH’ler üzerinde yüzen ya da membran üzerinde yer alan blastik hücreler 

toplandıktan sonra hücre kültür kabına yapışık olan MKH’ler üzerinden 

süpernatantları alınıp dondurularak saklandı. Yüzeyde yer alan MKH’ler ise 

tripsinizasyon işleminin ardından kaldırılarak kriyoviyallerde dondurularak saklandı. 

Dondurma işlemi öncesi kaldırılan MKH’lerin hemogram cihazında sayımı yapıldı. 

 

 

3.8. İmmunositokimya 

 

Hücre içinde bulunan bazı enzimlerin ya da makromoleküllerin 

lokalizasyonlarını incelemeye yardımcı olan immunositokimya yönteminde sistem, 

incelenecek olan bir makromoleküle karşı geliştirilmiş antikorun ortaya 

konulmasıdır. Spesifik antijen-antikor ilişkilerinden yararlanılarak moleküllerin 

hücre içindeki yerlerinin belirlenmesi ve görülebilir hale gelmesi amaçlanmaktadır. 

Bu anlamda Wnt sinyal yolağının anahtar düzenleyicilerinden biri olan β-katenin’in 

hücre içerisindeki yerinin ve sinyal yolağının hasta ve sağlıklı bireylerde 

aktivasyonunun farklı olup olmadığının belirlenmesi için monoklonal Anti β-katenin 

antikoru (E247, Abcam, Cambridge, MA, ABD) kullanılmıştır.  
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Wnt sinyal yolağının hem ALL ile bağlantılı hem de apoptozla ilgili 

proteinlerinden β-katenin’in blastik T ve B hücrelerdeki lokalizasyonlarının ve 

ekspresyon derecelerinin immunositokimya ile de gösterilerek flow sitometrik 

sonuçların desteklenmesi amaçlanmıştı. Ancak kullanılan örneğin hasta örneği 

olması ve hücre sayısının yeterince fazla olmamasından dolayı β-katenin blastik 

hücrelerde çalışılamamıştır. Bunun yerine blastik hücre popülasyonu üzerinde etkisi 

olduğunu düşündüğümüz MKH’ler de bu proteinin ekspresyon seviyeleri arasında 

fark olup olmadığı değerlendirilmiştir. Bunun için daha önce blastik hücrelerle 

kokültüre edilen ve immunositokimya için saklanan MKH örnekleri 6 kuyucuklu 

kültür kaplarına ekildi. İmmun boyama ve mikroskopta inceleme kolaylığı açısından 

her kuyucuğa tabanı kaplayacak şekilde lameller yerleştirildi ve hücrelerin bu 

lameller üzerinde çoğalması sağlandı. 7 günde %70-80 oranında çoğalan hücreler 

%4’lük formaldehit ile 10 dk fikse edildi. Fiksasyonun ardından %1 BSA (Bowine 

Serum Albumin) %0.1 Tween, 0.3 M glisin ve %10 FBS içeren PBS ile oda 

sıcaklığında 2 saat bekletilerek bloklama yapıldı. Primer antikor %1 BSA ve %0.1 

Tween içeren PBS ile 1/50 oranında dilue edildi. Bloklamanın ardından primer 

antikor eklenerek 4ºC’ de bir gece inkübasyon yapıldı. Ertesi gün 3 kere PBS ile 

yıkama yapılarak sekonder antikor (poliklonal,Anti-Rabbit IgG H&L (HRP); Abcam, 

MA,ABD) eklendi ve antikorla 1 saat inkübe edildi. Sekonder antikor da PBS ile 

yıkandıktan sonra DAB (3,3'-diaminobenzidine) ile boyama yapıldı. DAB substrat 

kitinde (Abcam, Cambridge, MA, ABD) yer alan DAB kromojen ve DAB substrat 

karışımı hazırlandı ve lamel üzerinde belirli alanlar DAB ile boyanarak mikroskopta 

incelendi.   

 

Ayrıca MKH’lerde, apoptozis tayininde kullanılan Bax, Bcl-2 ve Kaspaz 3 

(Abcam, Cambridge, MA, ABD)  enzimleri çalışıldı. Apoptozis için β-katenin ile eş 

zamanlı aynı hücrede göstermek istediğimiz enzimler anti-rabbit antikorlar olduğu 

için çiftli boyama yapılamadı. Aynı hasta ve sağlıklı bireylerin örnekleribu üç 

enzimle de ayrı ayrı boyandı. Antikorlar 1/50 oranında dilue edilerek boyama 

yapıldı. Önce primer antikorla bir gece inkübe edilen hücreler PBS ile yıkandıktan 

sonra sekonder antikorla inkübe edildi. Sekonder antikor sonrası DAB ile boyama 

yapılmış ve boyanan hücreler hem ışık mikroskobunda (Olympus, Japonya) hem de 

invert mikroskopta (Olympus, Japonya) görüntülenmiştir.  
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3.9. İstatistiksel Analiz 

 

İstatistiksel analizler ve hesaplamalar için IBM SPSS Statistics 21.0 (IBM 

Corp. Released 2012. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 21.0. Armonk, 

NY: IBM Corp.) ve MS-Excel 2007 programları kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık 

düzeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Araştırmada yer alan değişkenlerin normal 

dağılıma uygunluğu Shapiro-Wilks testi ile değerlendirildi. Tanımlayıcı 

istatistiklerinin gösteriminde ortanca (minimum-maksimum) değerleri kullanıldı. Ek 

bilgi olarak ortalama±standart sapma değerleri verildi. Belirtilen faktörlere ait 

gruplarda farklılığın incelenmesi amacıyla Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Wallis 

non-parametrik varyans analizlerinden uygun olan yöntem kullanıldı. 
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4. BULGULAR  

 

 

4.1. Çalışma Gruplarının Özellikleri  

 

Çalışmamızda Ankara Çocuk Sağlığı ve Hastalıkları Hematoloji Onkoloji 

Eğitim Araştırma Hastanesi Kemik İliği Nakil Ünitesinde ya da Hematoloji 

Kliniğinde tedavi görmüş, ALL tanısı konulmuş 8 (%57.1) hasta birey ve 

transplantasyon için kemik iliği örnekleri saklanmış olan 6 (% 42.9) sağlıklı bireyin 

örnekleri kullanılmıştır.  Kök Hücre İşleme ve Saklama Laboratuvarı’nda standart 

dondurma protokolleri uygulanarak saklanan hasta ve sağlıklı bireylerin kemik iliği 

örnekleri kullanılmıştır. Cinsiyet farkı gözetmeksizin 2-16 yaş aralığında bulunan 

hasta bireyler ile sağlıklı bireylerin kemik iliği örnekleriyle çalışılmıştır. Hasta 

bireylerin % 75.0’ i (n= 6), sağlıklı bireylerin ise % 33.3’ ü (n= 2) erkektir. 

Gruplarda ve cinsiyetlerde yaş dağılımı benzerdir (sırasıyla, z= 0.980; p=0.345 ve z= 

0.131; p=0.950). Hastalara ait yaş ortancası 8 (min= 4; mak=16) yıl, sağlıklılara ait 

yaş ortancası 14 (min= 3; mak= 18) yıl olarak elde edilmiştir (Tablo 4.1).  

 

Tablo 4.1. Grup ve cinsiyete göre yaş değerlerine ait tanımlayıcı istatistikler 

 

 

Yaş  

z P n min; mak Ortanca Ort±SS 

Grup       

Hasta  8 4; 16 8 9.6±4.5 
0.980 0.345 

Sağlıklı 6 3; 18 14 12.3±5.8 
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Cinsiyet        

Erkek 8 3; 17 11 10.6±5.3 
0.131 0.950 

Kadın 6 4; 18 11 11.0±5.2 

 

 

 

 

 

 

 

4.2. İnsan Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin İzolasyonu, 

Üretilmesi ve Karakterizasyonuna İlişkin Bulgular  

 

4.2.1. İnsan Kemik İliği Kaynaklı Mezenkimal Kök Hücrelerin 

İzolasyonu ve Çoğaltılması  

 

Mezenkimal kök hücreler birçok dokunun yanı sıra kemik iliğinde 

hematopoetik kök hücrelerle birlikte bulunmaktadır. Kemik iliğinde yer alan 100.000 

çekirdekli hücreye karşın yaklaşık 1 MKH olduğu bildirilmektedir (118). 

Çalışmamızda da kültür ortamına bırakılan hücreler tek tek kültür kabına 

yapışmışlardır. Yapışan ve koloni formunda çoğalan fibroblast morfolojisindeki 

hücrelerin stromal kaynaklı mezenkimal kök hücrelerden zengin olduğu; buna karsın 

yapışma göstermeyen hücrelerin ağırlıklı olarak hematopoetik hücreler olduğu 

bilindiğinden dolayı yapışmayan, besiyerinde yüzen hematopoetik hücreler üç günde 

bir besiyeri tazelenerek elimine edilmiştir. Doku kültür kabına yapışan hücrelerin 14 

gün sonunda %80 oranında kültür kabının yüzeyini kapladığı gözlenmiştir. Tripsin 

enzimi uygulayarak yüzeyden ve birbirlerinden ayrılmaları sağlanan hücreler 

toplanmış ve bir kısmı daha sonraki çalışmalar için dondurularak -196 derecede sıvı 

azot içerisinde saklanmıştır. Kalan hücreler ise tekrar kültür edilmiştir. Hücrelerin 

pasajlanma işlemi 2 kez uygulanarak MKH’lerin sayıca çoğalması ve daha homojen 

hücre popülasyonu elde edilmesi sağlanmıştır.  
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4.2.2. İnsan Kemik İliğinden İzole Edilen Mezenkimal Kök Hücrelerin 

Karakterizasyonu  

 

İzole edilen ve çoğaltılan hücrelerin MKH olduğunu kanıtlamak amacıyla 

karakterize edilmeleri gerekmektedir. Bu amaçla Uluslararası Hücresel Tedavi 

Derneğinin (ISCT/The International Society for Cellular Therapy) MKH’lerin 

karakterizasyonu için belirlediği kriterler kullanılmıştır (119). Bu tanımlamaya göre 

hücrelerin adezif (yapışan) yapıda olması, stromaya özgü yüzey belirteçlerine sahip 

olması, hematopoetik hücrelere özgü belirteçleri taşımaması, adipojenik ve 

osteojenik olmak üzere en az iki hücre serisine multipotent farklılaşma özelliği 

göstermeleri ile MKH olarak adlandırılabilirler. Kemik iliğinden izole edilen 

mononükleer hücrelerinin kültürü sonucunda doku kültür kabının tabanına hücreler 

yapışmış ve çoğaltılarak pasajlama yapılmıştır. Böylece bu hücrelerin MKH olması 

için ilk koşul olan plastik yüzeylere yapışabilme özellikleri sağlanmıştır. 

Mezenkimal kök hücreler mezodermal germ tabakasına ait hücrelere farklılaşma 

özelliğine sahip hücrelerdir.  

 

Çalışmamızda, hücrelerin MKH karakterizasyonunda sıklıkla kullanılan 

adipojenik ve osteojenik farklılaşma kapasiteleri analiz edilmiştir. Bu amaçla T25’ 

lik flasklara ekilen ve çoğaltılan 2. pasajdaki hücrelerin adipojenik ve osteojenik 

farklılaşmaları morfolojik olarak analiz edilmiştir.  

 

Adipojenik farklılaşma besiyerinde hem sağlıklı hem de ALL’li bireylerin 

kemik iliği kaynaklı MKH’leri morfolojik olarak benzer şekilde yağ hücresine 

farklılaştığı görülmüştür. Ancak hasta ve sağlıklı bireyin adipojenik farklılaşma 

kapasitelerinde anlamlı bir fark olmadığı gözlenmiştir. (Sekil 4.1).  
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Sekil 4.1. Adipojenik farklılaşma deneyine ait mikroskop görüntüleri. Sağlıklı bireylerin yağ hücre  

                 morfolojisine sahip MKH’leri (4x) (a), Sağlıklı bireylerin MKH’lerinin Oil Red O boyası 

                 ile boyanmış yağ vezikülleri (4x) (b) ve ALL’li bireylerin yağ hücre morfolojisine sahip 

                 MKH’leri (c), ALL’li bireylerin MKH’lerinin Oil Red O boyası ile boyanmış yağ  

                 vezikülleri (4x) (d)   

Kemik hücrelerine farklılaşması istenen hücreler T25’lik flasklara ekildikten 

ve flaskın yüzeyini tamamen kaplamaları sağlandıktan sonra osteojenik farklılaşma 

besiyeri eklenmiştir. Bu süreçte ayrıca osteojenik medyumla besiyeri değişimi de 

yapılmıştır. Yirmi beş gün sonunda morfolojik analiz elde etmek amacıyla kemik 

hücresine farklılaşması beklenen hücreleri içeren flasklar Alizarin Red boyası ile 

boyanmıştır. Boyamadan önce ve sonra inverted mikroskop görüntüleme sistemi ile 

fotoğrafları çekilerek farklılaşması beklenen hücreler gözlenmiştir. İki grup arasında 

osteojenik farklılaşma açısından fark saptanmamıştır. Mikroskop ile yapılan 

morfolojik gözlem sonucunda kemik hücresine farklılaşan hücreler (Şekil 4.2. a, c) 

ve kalsiyum birikintilerinin Alizarin Red boyası ile boyandığı gözlenmiştir (Şekil 

4.2. b, d).  

 



54 
 
 

 

 

Şekil 4.2. Osteojenik farklılaşma deneyine ait mikroskop görüntüleri. Sağlıklı bireylerin kemik 

                 hücresine farklılaşmış MKH’leri (4x) (a), Sağlıklı bireylerin  Kemik hücresine farklılaşmış  

                 MKH’lerinin Alizarin Red boyası ile boyanmış kalsiyum birikintileri  (10x) (b)   ALL’li  

                 bireylerin kemik hücresine farklılaşmış MKH’leri (4x) (c), ALL’li bireylerin kemik  

                 hücresine farklılaşmış MKH’lerinin Alizarin Red boyası ile boyanmış kalsiyum birikintileri   

                 (10x) (d) 

4.3. Blastik T Hücrelerin Flow Sitometri ile Analizi 

 

Çalışmamıza dahil ettiğimiz 2 T-ALL hastasının kemik iliği mononükleer 

hücrelerinden EasySep™ T Hücre izolasyon kiti ve magneti ile yapılan blastik T 

hücre izolasyonu sonrası elde edilen hücre popülasyonu FCM ile analiz edilmiştir. 

İlk olarak izolasyonun ne kadar verimli olduğunu ve hücre popülasyonunu 

belirlemek için analiz yapılmıştır. FS/SS grafiğindeki sonuca göre izole edilen hücre 

popülasyonlarının yaklaşık %97-94’ ünü T hücreler oluşturmaktadır (Şekil 4.3.a). Bu 

hücrelerin ayrıca CD3, CD4, CD7 ve CD8 ekspresyonları (Şekil 4.3 ve Şekil 4.4) da 

incelenmiştir. 
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Şekil 4.3. Mononükleer hücrelerden izole edilen blastik T hücrelerin flow sitometrik analiz grafikleri.  

                a) İzole edilen tüm hücrelerin FS/SS grafiğinde düştüğü alanın belirlenmesi ve T hücrelerin  

             bulunduğu alanın kapılanması. b) Kapılanan alan içerisinde yer alan T hücrelerin yüzey 

                 belirteçlerine göre ayrılması. 

 

Totalde yaklaşık 10 000 hücre sayılarak yüzdece oranları belirlenmiştir. 

Grafiğe göre CD3 (-), CD4 (-) hücreler % 1,3; CD3 (+), CD4 (-) hücreler %9,4 ; 

CD3 (+), CD4 (+) hücreler %22,5; CD3 (-), CD4 (+) hücreler %66,8 oranındadır. 

%66,8 oranında CD3 (-), CD4 (+) olan hücreler T hücre gelişim basamaklarının daha 

immatür evrelerinde kalmış klonal çoğalma gösteren lenfoblastlardır. Ayrıca %9,4 

oranında CD3 (+), CD4 (-) olan hücreler de artış gösteren bir başka klonal T hücre 

grubudur.  

 

 

 

 
Şekil 4.4. T hücrelerin yüzey belirteçlerine göre FCM ile analizi. 
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T hücre olgunlaşma basamaklarının henüz başından itibaren eksprese olan 

antijen  CD7’dir. Maturasyon devam ettikçe CD4, CD3 ve CD8 yüzey antijenleri de 

oluşur. Sonuçlarımıza göre elde ettiğimiz T hücrelerin yaklaşık %98’si CD3, CD4, 

CD7 ve CD8 antijenlerini eksprese etmektedir (Şekil 4.4). 

 

 

4.4. Flow Sitometri ile Apoptoz Tayinine İlişkin Bulgular 

 

Çalışmamız için ALL hastalarının ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin blastik 

hücrelerle kokültürü gerçekleştirilmiş olup hem sağlıklı bireyler hem de hastalar için 

araya membran koyarak ve membran koymadan (membransız) hücrelerin 

kokültürleri değerlendirilmiştir. Ayrıca kontrol olarak sadece MKH’ler ve sadece 

lenfositler kültüre edilmişlerdir. Kokültüre edilen grupların 96 saat sonundaki 

apoptozis oranları FCM ile analiz edilmiştir.  

 

Karşılaştırmalar; hasta-sağlıklı, membranlı-membransız ve kontrol şeklinde 

yapılmıştır. Flow sitometrik analiz sonucu elde edilen yüzde oranları ayrıca 

istatistiksel olarak değerlendirilmiştir.  

 

Değerlendirmeler 3 faktör arasında ‘Canlı Hücre Oranı (1. bölge)’, ‘Erken 

Apoptotik Hücre Oranı (2. Bölge)’, ‘Geç Apoptotik Hücre Oranı (3. Bölge)’, ve 

‘Toplam Apoptotik Hücre Oranı (2.,3. Bölgeler toplamı)’  açısından yapılmış olup şu 

şekildedir:  

Faktör 1: Membranlı kokültür, Membransız kokültür ve Kontrol lenfositler arası 

karşılaştırma 

Faktör 2: Hasta ve Sağlıklı bireyler arası karşılaştırma 

Faktör 3: T-ALL ve B-ALL’li hastalar arası karşılaştırma 

 

 

4.4.1. Hasta ve Sağlıklı Bireylerin Membranlı-Membransız Kokültürleri 

Sonrası Flow Sitometrik Analiz Bulguları 
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8 hasta (2 T-ALL, 6 B-ALL) ve 6 sağlıklı bireyin membranlı ve mebransız 

olarak kültüre edilen örnekleri FCM’de değerlendirilmiştir. Annexin V/PI ile yapılan 

apoptozis tayin yöntemi sonucu elde edilen grafikler canlı hücreler, erken apoptotik 

hücreler, geç apoptotik hücreler ve nekrotik hücrelerin yüzdelerini göstermektedir. 
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Şekil 4.5. Annexin V-FITC/PI apoptozis kiti ile ALL’li hastaların blastlarının apoptozis oranlarının 

                 flow sitometrik olarak belirlenmesi. A) T-ALL’li bir hastanın MKH’leri üzerine membran  

                 koyulmadan direk (hücre-hücre teması olacak şekilde) 1:1 oranında eklenen blastların  

                 apoptozis oranları. B) T-ALL’li bir hastanın MKH’ leri üzerine membran koyularak (hücre  

                 hücre teması olmadan) 1:1 oranında eklenen blastların apoptozis oranları C) Sağlıklı  

                 bireyin MKH’lerinin aynı hastanın blastlarıyla 1:1 oranında membran koyulmadan        

                 kokültüre edilmesi sonucu blastların apoptozis oranı D) Sağlıklı bireyin MKH’lerinin aynı  

                 hastanın blastlarıyla 1:1 oranında membran koyularak kokültüre edilmesi sonucu blastların  
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                 apoptozis oranı. E) T-ALL’li bir hastanın kontrol blastların apoptozis oranları 

Şekil 4.5 ve 4.6’ da görüldüğü gibi hasta ve sağlıklı bireylerin kokültürleri 

arasında önemli bir fark görülmemesine karşın membranlı ve membransız olarak 

kokültüre edilen örnekler arasında apoptozise gitmeleri açısından fark vardır.  

 

Membransız olarak kültüre edilen blastik T hücrelerin apoptozise 

gitmediklerini çok yüksek oranda (% 95.4, % 98.2) canlı kaldıklarını, (Şekil 4.5. A, 

C) bunun yanısıra membranlı olarak MKH’lerle teması olmayan blastik hücrelerin 

daha çok apoptozise gittiğini (%51.9, % 70,8) söyleyebiliriz (Şekil 4.5. B, D) .  

 

Hasta ve sağlıklı bireylerin MKH’lerinin blastik hücrelerin apoptozu 

açısından önemli bir farklılık göstermediği tespit edilmiştir. Kontrol amacıyla ekilen 

blastların apoptozis oranlarıda membran üzerindeki blastlarla yaklaşık olarak 

benzerdir.Ancak yine de kokültürde yer alan blastların apoptozis oranlarının daha 

fazla olduğunu söyleyebiliriz (Şekil 4.5. E). 

 

B-ALL’li hastalar için hem sağlıklı hasta bireyler arasında hem de membranlı 

membransız kokültürler arasında önemli bir fark görülmemiştir. Tüm hasta ve 

donörler için elde edilen veriler istatistiksel olarak karşılaştırılmıştır. 
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Şekil 4.6. Annexin V-FITC/PI (AV/PI) apoptoz kiti ile ALL’li hastaların blastlarının apoptozis  

                 oranlarının flow sitometrik olarak belirlenmesi. A) B-ALL’li bir hastanın MKH’ leri  

                 üzerine membran koyulmadan direk (hücre-hücre teması olacak şekilde) 1:1 oranında  

                 eklenen blastların apoptozis oranları. B) B-ALL’li bir hastanın MKH’leri üzerine membran  

                 koyularak (hücre hücre teması olmadan) 1:1 oranında eklenen blastların apoptozis oranları  

                 C) Sağlıklı bireyin MKH’lerinin aynı hastanın blastlarıyla 1:1 oranında membran  

                 koyulmadan direk kokültüre edilmesi sonucu blastların apoptozis oranı D) Sağlıklı bireyin  

                 MKH’lerinin aynı hastanın blastlarıyla 1:1 oranında membran koyularak kokültüre edilmesi  

                 sonucu blastların apoptozis oranı. E) B-ALL’li bir hastanın kontrol blastların apoptozis  
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                 oranları 

4.5. Flow Sitometri ile Apoptozis Tayini Sonucu Elde Edilen Verilerin 

İstatistiksel Analizlerine İlişkin Bulgular 

 

4.5.1. Faktör 1, 2 ve 3’ de ki Değerlerin Geç Apoptotik Hücreler Oranı 

Açısından Karşılaştırılması 

 

Faktör 1’ e ait gruplarda geç apoptozis (3 numaralı bölge) değerleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark olduğu belirlenmiştir (
2
= 9.057; p=0.011). İkili 

karşılaştırmalar sonucunda, yalnızca membransız ve membranlı kültürler arasında 

anlamlı düzeyde fark olduğu tespit edilmiştir (p=0.008). Membranlı grupta elde 

edilen apoptotik oranlar membransız grupta elde edilen değerlerden yüksektir (Tablo 

4.2). 

 

Benzer şekilde, belirlenen diğer faktörlerde (Faktör 2 ve Faktör 3) geç 

apoptotik hücre oranlarının karşılaştırılması sonucunda gruplar arasıında istatistiksel 

olarak anlamlı farklılık olduğu belirlenmiştir (sırasıyla, z= 2.090; p=0.037 ve z= 

3.322; p=0.001). 

 

Hastalar için belirlenen geç apoptotik hücre oranlarının ortancası 4.7 (min= 

0.0; mak= 46.1) iken sağlıklı grup için ortanca değer 20.7 (min= 0.0; mak= 68.0)’ 

dir. Faktör 3 için T ALL hasta grubunda elde edilen 3. bölge değerleri, B ALL hasta 

grubunda elde edilen değerlerden daha yüksek bulunmuştur. 
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Tablo 4.2. Belirtilen faktörlerde geç apoptotik hücre oranlarına ait sonuçlar (M’sız: 

Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

 

                                    3. Bölge (geç apoptoz) Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS 
2
; z P 

Faktör 1       

M sız* 29 0.1; 31.4 4.5 6.5±7.1 


2
= 9.057 0.011 M lı* 29 0.0; 68.0 31.5 27.6±21.2 

Lenfosit 11 0.0; 39.7 19.0 15.4±14.6 

Faktör 2       

Hasta 41 0.0; 46.1 4.7 12.2±14.4 
z= 2.090 0.037 

Sağlıklı 28 0.0; 68.0 20.7 23.5±21.3 

Faktör 3       

T ALL 32 0.1; 68.0 27.0 25.4±21.3 

z= 3.322 0.001 B 

ALL 
37 0.0; 33.4 4.1 9.3±10.7 

*p=0.008 

 

Membransız olanlarda, hasta ve sağlıklılara ait geç apoptotik hücre oranları 

benzerdir (z= 0.917; p=0.377). T ALL için geç apoptotik hücre oranları ortancası 3.7 

(min= 0.1; 10.1), B ALL için ise 6.1 (min= 1.6; mak= 31.4)’ tür (Tablo 4.3). 

Membransız olanlarda Faktör 3 gruplarında sonuçlar benzerlik göstermektedir (z= 

1.943; p= 0.051).   

 

 Membranlı olanlarda, hasta bireylerin geç apoptotik hücre oranları sağlıklı 

bireylerden daha düşük bulunmuştur (z= 2.315; p=0.020). Benzer şekilde, B ALL 

olanlar için elde edilen geç apoptotik hücre oranları T ALL için elde edilen geç 

apoptotik hücre oranlarından anlamlı düzeyde düşüktür (z= 4.500; p<0.001).  

 

 Lenfosit grubunda, T ALL ile B ALL geç apoptotik hücre oranları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark vardır (z= 2.268; p=0.024). Lenfosit olanlarda T ALL 

geç apoptotik hücre oranları 27.2 (min= 19.1; mak= 39.7), B ALL geç apoptotik 

hücrelerin ortancası 3.0 (min= 0.0; mak= 29.7)’ dir.  
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Tablo 4.3. Faktör 1 gruplarında diğer faktörlerde geç apoptotik hücre oranlarına  ait sonuçlar 

(M’sız: Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

Faktör 1  

                               3. bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Faktör 2       

Hasta 15 0.6; 9.7 3.4 4.3±3.0 
0.917 0.377 

Sağlıklı 14 0.1; 31.4 6.5 8.9±9.4 

Faktör 3       

T ALL 14 0.1; 10.1 3.7 3.9±3.4 
1.943 0.051 

B ALL 15 1.6; 31.4 6.1 9.0±8.8 

M lı 

Faktör 2       

Hasta 15 0.0; 46.1 13.4 17.7±17.9 
2.315 0.020 

Sağlıklı 14 0.0; 68.0 43.1 38.1±19.9 

Faktör 3       

T ALL 14 31.5; 68.0 45.5 46.0±9.5 
4.500 <0.001 

B ALL 15 0.0; 33.4 4.1 10.3±12.6 

Lenfosit 

Faktör 3       

T ALL 4 19.1; 39.7 27.2 28.3±9.4 
2.268 0.024 

B ALL 7 0.0; 29.7 3.0 8.0±11.7 

 

 

 Membransız olup hasta olanlarda, T ALL ile B ALL sonuçları benzerdir (z= 

0.915, p=0.412). Membransız olup sağlıklı olanlarda ise T ALL için elde edilen geç 

apoptotik hücre oranları B ALL için elde edilen değerlerden anlamlı düzeyde 

düşüktür (z= 2.828; p=0.002). Membranlı olup hasta olanlarda ve membranlı olup 

sağlıklı olanlarda faktör 3 grupları için elde edilen değerler farklıdır (p<0.05) (Tablo 

4.4). 
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Tablo 4.4.  Faktör 1 ile Faktör 2 gruplarında Faktör 3 geç apoptotik hücre oranlarına ait 

sonuçlar (M’ sız: Membransız, M’lı: Membranlı). 

 
Faktör 

1 

Faktör 

2  

                             3. bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 0.6; 6.5 3.3 3.4±3.2 
0.915 0.412 

B ALL 11 1.6; 9.7 3.4 4.7±3.0 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 0.1;10.1 3.7 4.0±3.6 

2.828 0.002 
B ALL 4 

11.2; 

31.4 
20.7 21.0±8.3 

M lı 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 
31.5; 

46.1 
41.9 40.4±6.7 

2.752 0.003 

B ALL 11 0.0; 33.4 4.1 9.5±12.5 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 
32.0; 

68.0 
48.4 48.3±9.8 

2.832 0.002 

B ALL 4 0.0; 26.0 12.2 12.6±14.5 

 

 

 

4.5.2. Faktör 1, 2 ve 3’ deki Değerlerin Erken Apoptotik Hücreler Oranı 

Açısından Karşılaştırılması 

 

Faktör 1 gruplarında erken apoptozis (2.bölge) oranları benzer iken diğer 

faktör gruplarında anlamlı fark olduğu görülmüştür (Tablo 4.5). Hasta bireylere ait 

erken apoptotik hücre oranları sağlıklı bireylere ait oranlardan yüksektir (z= 4.192; 

p<0.001).  
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Tablo 4.5. Belirtilen faktörlerde erken apoptotik hücre oranlarına ait sonuçlar (M’ sız: 

Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

 

                          2. bölge (erken apoptoz) Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS 
2
; z P 

Faktör 1       

M sız 29 0.9; 64.1 30.8 29.7±22.5 


2
= 2.347 0.309 M lı 29 2.8; 88.9 34.2 35.5±23.2 

Lenfosit 11 6.7; 81.5 42.9 43.2±24.2 

Faktör 2       

Hasta 41 3.3; 88.9 43.3 43.8±22.4 
z= 4.192 <0.001 

Sağlıklı 28 0.9; 52.8 16.9 20.3±16.5 

Faktör 3       

T ALL 32 0.9; 64.1 8.3 16.3±16.1 
z= 6.125 <0.001 

B ALL 37 23.6; 88.9 45.4 49.9±16.0 

 

  

 Membransız, Membranlı ve Lenfosit gruplarında hem faktör 2 hem de faktör 

3 gruplarına ait değerler anlamlı düzeyde farklılık göstermektedir (p<0.05) (Tablo 

4.6).  
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Tablo 4.6. Faktör 1 gruplarında diğer faktörlerde erken apoptotik hücre oranlarına ait 

sonuçlar. (M’ sız: Membransız, M’lı: Membranlı) 

 

Faktör 1  

                              2. bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M’sız 

Faktör 2       

Hasta 15 3.3; 64.1 43.1 40.5±19.9 
2.619 0.008 

Sağlıklı 14 0.9; 52.8 7.8 18.1±19.7 

Faktör 3       

T all 14 0.9; 64.1 5.0 13.9±20.3 
3.383 <0.001 

B all 15 23.6; 63.1 43.7 44.5±12.1 

M’ lı 

Faktör 2       

Hasta 15 5.7; 88.9 45.4 47.6±24.4 
2.924 0.003 

Sağlıklı 14 2.8; 43.0 23.9 22.5±13.0 

Faktör 3       

T ALL 14 2.8; 34.2 16.9 16.8±10.4 
4.561 <0.001 

B ALL 15 34.2; 88.9 45.4 52.9±17.4 

Lenfosit 

Faktör 3       

T ALL 4 6.7; 42.9 20.7 22.7±18.3 
2.273 0.024 

B ALL 7 35.8; 81.5 50.9 54.8±19.3 

  

 

Membransız olup hasta olanlarda T ALL ile B ALL sonuçlarının farklı 

olmadığı tespit edilmiştir (z= 0.327; p=0.753). Diğer durumlarda anlamlı fark 

belirlenmiştir (p<0.05; Tablo 4.7).  

 

Membranlı olup hasta olanlarda T ALL grubunda belirlenen erken apoptotik 

hücre oranları B ALL grubunda belirlenen sonuçlardan anlamlı düzeyde düşüktür (z= 

2.810; p=0.001). 
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Tablo 4.7. Faktör 1 ile Faktör 2 gruplarında Faktör 3 erken apoptotik hücre oranlarına ait 

sonuçlar (M’ sız: Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

Faktör 1 Faktör 2  

                 2. bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 3.3; 64.1 29.0 31.4±32.5 
0.327 0.753 

B ALL 11 23.6; 63.1 43.1 43.9±13.9 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 0.9; 23.4 5.0 6.9±7.3 
2.828 0.002 

B ALL 4 39.1; 52.8 46.6 46.3±6.1 

M lı 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 5.7; 34.2 17.0 18.5±14.9 
2.810 0.001 

B ALL 11 34.2; 88.9 55.9 58.1±17.5 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 2.8; 26.9 16.9 16.1±9.0 
2.828 0.002 

B ALL 4 34.7; 43.0 38.1 38.5±4.2 

 

 

4.5.3. Faktör 1, 2 ve 3’ de ki Değerlerin Toplam Apoptotik Hücreler 

Oranı Açısından Karşılaştırılması 

 

 Hasta ve sağlıklı bireylerde toplam apoptotik hücrelerin (2. ve 3. bölgeler) 

oranları benzerdir (z= 1.466; p=0.143) (Tablo 4.8).  

 

Faktör 1 gruplarında anlamlı fark oluğu tespit edilen toplam apoptotik 

hücreler oranı açısından memransız ve membranlı gruplarda farklılık gösterdiği 

belirlenmiştir (p=<0.001). Diğer ikili karşılaştırmalar sonucunda anlamlı fark 

olmadığı belirlenmiştir (p>0.05).  

 

 T ALL grubunda toplam apoptotik hücre oranları B ALL grubuna göre 

anlamlı düzeyde daha düşüktür (z= 2.352; p=0.019) 
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Tablo 4.8. Belirtilen faktörlerde toplam apoptotik hücre oranlarına ait sonuçlar (M’ sız: 

Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

 

                               2. ve 3. Bölge (toplam apoptoz) Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS 
2
; z P 

Faktör 1       

M sız* 29 1.2; 70.5 40.5 36.2±25.6 


2
= 

16.966 
<0.001 M lı* 29 38.3; 89.0 65.8 63.0±13.0 

Lenfosit 11 29.1; 85.3 53.2 58.5±19.5 

Faktör 2       

Hasta 41 3.9; 89.0 57.4 56.0±19.7 
z= 1.466 0.143 

Sağlıklı 28 1.2; 75.9 57.7 43.8±27.2 

Faktör 3       

T ALL 32 1.2; 82.6 51.4 41.6±27.9 
z= 2.352 0.019 

B ALL 37 27.0; 89.0 62.3 59.2±15.4 

*p<0.001 

 

 Membransız olanlarda T ALL ile B ALL sonuçları farklılık göstermektedir 

(z= 3.491, p<0.001). T ALL için toplam apoptotik hücre oranları ortancası 9.2 iken B 

ALL için bu değer 55.6’ dır (Tablo 4.9). Membransız, membranlı ve lenfosit 

olanlarda Faktör 2 ve Faktör 3 gruplarında sonuçlar anlamlı farklılık 

göstermemektedir (p>0.05).  
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Tablo 4.9. Faktör 1 gruplarında diğer faktörlerde toplam apoptotik hücre oranlarına ait 

sonuçlar (M’ sız: Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

Faktör 1  

                            2. ve 3. Bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Faktör 2       

Hasta 15 3.9; 69.9 52.0 44.8±20.5 
1.571 0.123 

Sağlıklı 14 1.2; 70.5 13.6 27.0±27.9 

Faktör 3       

T ALL 14 1.2; 69.9 9.2 17.7±22.3 
3.491 <0.001 

B ALL 15 27.0; 70.5 55.6 53.5±13.6 

M lı 

Faktör 2       

Hasta 15 38.3; 89.0 66.8 65.3±13.6 
0.873 0.400 

Sağlıklı 14 39.7; 75.9 60.6 60.6±12.3 

Faktör 3       

T ALL 14 39.7; 75.9 64.7 62.8±10.6 
0.175 0.880 

B ALL 15 38.3; 89.0 66.1 63.2±15.3 

Lenfosit 

Faktör 3       

T ALL 4 29.1; 82.6 46.2 51.0±23.2 
1.134 0.315 

B ALL 7 37.7; 85.3 62.3 62.8±17.5 

 

 

Membransız olup sağlıklı olanlar için Faktör 3 gruplarına ait değerlerde 

anlamlı fark olduğu belirlenmiştir (z= 2.828; p= 0.002) (Tablo 4.10). Diğer 

durumlarda elde edilen değerler arasında farklar istatistiksel olarak anlamlı değildir 

(p>0.05). 
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Tablo 4.10. Faktör 1 ile Faktör 2 gruplarında Faktör 3 toplam apoptotik hücre oranlarına ait 

sonuçlar (M’ sız: Membransız, M’lı: Membranlı). 

 

Faktör 1 Faktör 2  

          2. ve 3. bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 3.9; 69.9 32.6 34.8±35.6 
0.261 0.851 

B ALL 11 27.0; 64.8 52.0 48.5±12.4 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 1.2; 33.5 9.2 10.9±10.6 
2.828 0.002 

B ALL 4 64.0; 70.5 67.2 67.2±3.0 

M lı 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 50.8; 66.8 58.8 58.8±8.6 
1.568 0.138 

B ALL 11 38.3; 89.0 70.0 67.6±14.6 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 39.7; 75.9 65.8 64.4±11.2 
1.697 0.106 

B ALL 4 41.0; 61.2 51.0 51.1±10.5 

 

 

4.5.4. Faktör 1, 2 ve 3’ deki Değerlerin Canlı Hücreler Oranı Açısından 

Karşılaştırılması 

 

Faktör 1 ile Faktör 3 gruplarında canlı hücre (1. Bölge) oranlarının anlamlı 

düzeyde farklılık gösterdiği belirlenmiştir (sırasıyla 
2
= 18.263; p<0.001 ve z= 1.991; 

p= 0.046) (Tablo 4.11).  
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Tablo 4.11. Belirtilen faktörlerde canlı hücre oranlarına ait sonuçlar (M’ sız: Membransız, 

M’lı: Membranlı). 

 

 

                            1. Bölge (canlı hücreler) Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS 
2
; z P 

Faktör 1       

M sız* 29 29.1; 98.5 56.0 62.2±25.2 

2
= 18.263 <0.001 M lı* 29 10.7; 61.7 31.9 34.6±13.4 

Lenfosit 11 14.2; 69.6 46.1 40.4±19.2 

Faktör 2       

Hasta 41 10.7; 95.7 41.3 42.6±19.6 
z=1.332 0.183 

Sağlıklı 28 19.0; 98.5 39.3 53.8±27.7 

Faktör 3       

T ALL 32 16.8; 98.5 45.7 55.8±25.8 
z=1.991 0.046 

B ALL 37 10.7; 71.5 35.8 39.7±15.3 

*p<0.001 

 

Membransız olanlarda hasta ve sağlıklı bireylerin canlı hücre oranları benzer 

iken T ALL grubunda elde edilen değerler B ALL grubu için elde edilen değerlerden 

anlamlı düzeyde yüksektir (sırasıyla, z= 1.484; p= 0.146 ve z= 3.492; p<0.001) 

(Tablo 4.12).  

 

 Membranlı olanlar için hasta ve sağlıklı gruplarında canlı hücre oranları 

farklılık göstermemektedir (z=0.611; p=0.561). Benzer şekilde, T ALL ve B ALL 

için değerler arasında fark yoktur (z= 0.218; p=0.847). 
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Tablo 4.12. Faktör 1 gruplarında diğer faktörlerde canlı hücre oranlarına ait sonuçlar 

 

Faktör 1  

                   1. Bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Faktör 2       

Hasta 15 29.2; 95.7 46.7 53.8±20.5 
1.484 0.146 

Sağlıklı 14 29.1; 98.5 84.3 71.3±27.2 

Faktör 3       

T ALL 14 29.2; 98.5 87.9 80.5±22.1 
3.492 <0.001 

B ALL 15 29.1; 71.5 43.9 45.2±12.9 

M lı 

Faktör 2       

Hasta 15 10.7; 61.7 30.9 33.1±13.4 
0.611 0.561 

Sağlıklı 14 19.0; 59.0 35.9 36.2±13.6 

Faktör 3       

T ALL 14 19.0; 58.5 31.5 33.5±10.9 
0.218 0.847 

B ALL 15 10.7; 61.7 32.1 35.7±15.6 

Lenfosit 

Faktör 3       

T ALL 4 16.8; 69.6 51.1 47.1±22.4 
0.945 0.412 

B ALL 7 14.2; 62.3 36.5 36.6±17.8 

 

 

 Membransız olup sağlıklı olanların T ALL grubunda canlı hücre oranlarına 

ait ortanca 87.9, B ALL grubunda canlı hücre oranları ortancası 32.0’ dır (z= 2.832; 

p=0.002). Membransız olup hasta olanların, Membranlı olup hasta olanların ve 

sağlıklı olanların Faktör 3 gruplarında karşılaştırılmaları sonucunda gruplardaki 

farklılıklar anlamlı değildir (p>0.05, Tablo 4.13).  
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Tablo 4.13. Faktör 1 ile Faktör 2 gruplarında Faktör 3 canlı hücre oranlarına ait sonuçlar. 

 

Faktör1 Faktör2   

  1. Bölge Test istatistiği 

n min; mak Ortanca Ort±SS z P 

M sız 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 29.2; 95.7 66.7 64.6±35.9 
0.261 0.851 

B ALL 11 34.4; 71.5 46.7 49.9±11.8 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL  10 64.2; 98.5 87.9 86.9±10.9 
2.832 0.002 

B ALL 4 29.1; 35.8 32.0 32.2±3.0 

M lı 

Hasta 

Faktör 3       

T ALL 4 30.9; 45.2 38.0 38.0±7.7 
1.306 0.226 

B ALL 11 10.7; 61.7 29.6 31.4±14.9 

Sağlıklı 

Faktör 3       

T ALL 10 19.0; 58.5 29.9 31.6±11.8 
1.982 0.054 

B ALL 4 35.5; 59.0 48.3 47.8±11.9 

 

 Membransız olanlarda hasta ve sağlıklı bireylerin canlı hücre oranları benzer 

iken T ALL grubunda elde edilen değerler B ALL grubu için elde edilen değerlerden 

anlamlı düzeyde yüksektir (sırasıyla, z= 1.484; p= 0.146 ve z= 3.492; p<0.001) 

(Tablo 4.12).  

 

 Membranlı olanlar için hasta ve sağlıklı gruplarında canlı hücre oranları 

farklılık göstermemektedir (z=0.611; p=0.561). Benzer şekilde, T ALL ve B ALL 

için değerler arasında fark yoktur (z= 0.218; p=0.847). 

 

 

4.6. İmmunositokimya 

 

Membranlı ve membransız olarak kokültüre edilen MKH’ler β-katenin 

ekspresyonu açısından değerlendirilmiş olup hasta ve sağlıklı bireyler arasında fark 
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olduğu belirlenmiştir. Normalde sitoplazmada ya da hücre membranında bulunan, 

yolağın aktif olması durumunda nükleusa geçen β-katenin’in membransız olarak 

kokültüre edilen MKH’lerde nükleusa geçtiği görülmüştür (Şekil 4.7.a,b). Sadece 

hasta birey MKH’lerinde eskpresyon yeri açısından fark saptanmıştır. Membranlı 

kokültürlerde ise hem hasta hem de sağlıklı bireylerin MKH’lerinde β-katenin’in 

sitoplazmik eskpresyonu görülmüştür. İmmun boyama DAB (,3'-diaminobenzidine) 

ile yapılmıştır. Nukleustaki ekspresyonun görülebilmesi için hematoksilen ile 

boyama yapılmamıştır. 

 

 

 

Şekil 4.7. β-katenin immunositokimya çalışmasının DAB (3,3'-diaminobenzidine) kromojeni ile  

                boyandıktan sonraki mikroskop görüntüleri. A) ALL’li bireyin membransız kokültüründe  

                bulunan MKH’lerde β-katenin’in nukleusta ekspresyonu (Işık mikroskopu, 10x), B) Aynı  

                örneğin invert mikroskopta görüntülenmesi 40x, C) ALL’li bireyin membranlı kokültüründe  

                yer alan MKH’lerde β-katenin’in sitoplazmik ekspresyonu (invert mikroskop, 4x) D) 

                Sağlıklı bireyin membransız kokültüründe bulunan MKH’lerde β-katenin’in sitoplazmik 

                ekspresyonu (invert mikroskop, 4x) 
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Ayrıca eş zamanlı olarak MKH’lerde apoptozis gerçekleşip 

gerçekleşmediğini görmek, apoptozisin WNT sinyal yolağıyla bağlantısı olup 

olmadığını anlamak amacıyla Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 proteinleri için de 

immunositokimya yapılmıştır. Membranlı ve membransız örnekler arasında bu 

proteinlerin ekpresyonları açısından farklılıklar olduğu gözlenmiştir. Kantitatif 

olarak bir ölçüm yapılmamıştır.  

 

 

Şekil 4.8. MKH’lerde Bax’ın immunositokimyasal olarak boyanmış görüntüleri (invert mikroskop  

               4x). a) Membranlı kokültüre olmuş MKH’ ler b) Membransız kokültüre olmuş MKH’ler. 

 

Bax ekspresyonun genel olarak membranlı hücre gruplarında daha fazla 

olduğu tespit edilmiştir (Şekil 4.8). Wnt sinyal yolağının aktif olduğu membransız 

hücrelerin aksine apoptotik mekanizmalarda görev alan bu proteinlerin 

ekspresyonlarının  hasta bireylerin membranlı hücre gruplarında daha fazla olduğu 

tespit edilmiştir. Sağlıklı bireylerin membranlı-membransız kokültürlerindeki 

MKH’ler arasında bu proteinin ekspresyonu açısından önemli bir fark görülmemiştir.  
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Şekil 4.9. MKH’lerde Kaspaz 3 (a,b) ve Bcl-2’nin (c,d) immunositokimyasal olarak boyanmış 

           görüntüleri (invert mikroskop 4x). a,c) Hasta bireyin membranlı kokültüre olmuş   

                      MKH’leri b,d) Hasta bireyin membransız kokültüre olmuş MKH’leri. 

 

Apoptozisde antiapoptotik olarak görev alan proteinlerden biri olan  Bcl-2’ 

nin hasta örneklerinde daha yüksek oranda ekspresyon gösterdiği görülmüştür (Şekil 

4.9.c,d). Kaspaz 3 eskpresyonunun ise yine hasta örneklerinde daha fazla olduğu 

saptanmıştır (Şekil 4.9.a,b). Bax ile benzer şekilde hasta bireylerin membranlı 

örneklerinde ekspresyonun daha fazla olduğu kantitatif olarak belirlenmiştir. 
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5. TARTIŞMA 

 

Son yıllarda yapılan çalışmalarla kanserin ilerleme sürecinde tümör 

mikroçevresinin oldukça önemli olduğu vurgulanmaktadır. Kemik iliği mikroçevresi, 

hematopoez için birçok sitokin, kemokin ve büyüme faktörünün salgılandığı dinamik 

bir mikroçevredir. Böyle bir mikroçevre, kanser hücresinin oraya yerleşmesi ve 

sağkalımı için uygun bölge olmasına izin verir. Kanser hücresinin stromal 

mikroçevreyle etkileşimi sonucu stromal hücrelerin fizyolojik bariyer fonksiyonları 

hasar görerek kanser hücrelerinin invaziv ve metastatik özellikler kazanmasına sebep 

olur. Birçok solid kanserde sıklıkla kemik iliği metastazı görmemizde bu durumu 

destekler niteliktedir.  

 

Lösemide kemik iliğindeki hücre sayısı ve içeriği değiştiğinden mikroçevreye 

salınan sitokinler ve büyüme faktörleri de değişir. Ancak henüz bu değişimin nasıl 

gerçekleştiği tam olarak bilinmemektedir. Mikroçevredeki değişimler sonucu mu 

akut lösemi meydana gelir yoksa başka bir değişim mi lösemiye neden olur hala 

yanıtlanmayı bekleyen sorulardır (6).  

 

Lösemi gibi kemik iliği mikroçevresinin bozulduğu hastalıklarda 

mikroçevrede yer alan stromal hücreler ve blastların etkileşimleri blastların 

sağkalımına ve tedaviye dirençli hale gelmelerine sebep olabilmektedir. Kemik iliği 

mezenkimal kök hücrelerinin apoptozisi engelleyerek blastların sağkalımını artırdığı 

düşünülmektedir (120). Ancak bu etkiyi hücre hücre teması kurarak mı yoksa farklı 

büyüme faktörleri ve sitokinlerle mi gösterdikleri tam olarak bilinmemektedir. 

Ayrıca mikroçevrede etkili olan çeşitli sinyal yolaklarınında stromal hücreler 

aracılığıyla blastların sağkalımına etkisi olduğu düşünülmektedir   (121).  

 

Tez çalışmamız kapsamında çocukluk çağı akut lenfoblastik lösemili 

hastaların ve sağlıklı vericilerin MKH’lerinin blastik hücrelerin sağkalımı üzerindeki 

etkilerini kokültür çalışmalarıyla araştırdık. Bu nedenle akut lenfoblastik lösemili 

hastalarımızın yeni tanı anında alınmış kemik iliği örneklerinden blastları ayrıldı. 

Blastlar, hastaların ve sağlıklı vericilerin MKH’leriyle kokültüre ederek MKH’lerin 
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blastlar üzerindeki apoptotik etkileri incelendi. Ayrıca MKH’ lerin blastların 

sağkalımında Wnt/β-katenin sinyal yolağı üzerinden bir etkisi olup olmadığını 

araştırmak amacıyla β-katenin, Bcl-2, Bax ve Kaspaz 3 ile immunositokimya 

çalışmaları gerçekleştirildi.  

 

Çalışmamızda ilk olarak kemik iliği örnekleri alınan çocukluk çağı ALL 

hastalarının ve sağlıklı vericilerinin mononükleer hücre izolasyonu yapılarak izole 

edilen hücreler kültüre edildi. Mononükleer hücrelerden MKH’ lere geçiş için 

hücreler pasaj 2’ ye getirildi. Pasaj 2’ de ki hücrelerin MKH’ler olduğunu kanıtlamak 

için morfolojik görüntüleri, osteoblastik ve adipojenik dönüşümleri incelendi. Hem 

hasta hem de sağlıklı bireylerin MKH’leri arasında adipojenik ve osteojenik 

farklılaşma açısından bir fark görülmedi.  

 

Kokültür için T-ALL’li ve B-ALL’li hastalardan blastlar izole edildi. Tanı anı 

kemik iliği örnekleri olduğu için yapılan flow sitometrik analizler sonucunda blast 

oranları yüksek (%70-96) bulundu. Lösemilerde tanı anında lösemik blast sayısı 

oldukça yüksektir (122). 

 

İzole edilen blastlar MKH’lerle kokültüre edildi. MKH’lerin blastik 

hücrelerle 96 saatlik kokültürünün ardından membran üzerinde bulunan blastik 

hücreler ve membransız kokültüre edilen blastik hücreler toplandı ve flow sitometri 

ile apoptotik analiz yapıldı. Annexin V/PI ile yapılan flow sitometrik analiz 

sonuçlarına göre membranlı ve membransız kültüre edilen hücre grupları arasında 

apoptoza gitme açısından istatistiksel olarak anlamlı fark olduğu görüldü. 

Membransız kokültüre edilen hücrelerin apoptoza gitmediği daha çok canlı kaldığı 

belirlendi. Toplam apoptotik hücre oranları incelendiğinde kontrol ve B-ALL’ li 

hücre grubuyla kıyaslanan, membransız kültüre edilmiş T-ALL’li hasta grubu 

hücrelerinin apoptoza gitme oranı oldukça düşük bulundu. Kontrol grubuyla 

kıyaslandığında B-ALL’li hastaların membransız kokültürlerindeki hücrelerin 

apoptoz oranı da düşük bulundu, ancak sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı değildi. 

Ayrıca sağlıklı MKH’lerle membransız kokültüre edilen T-ALL’li hastaların 

blastlarının apoptoz oranı aynı şekilde kültüre edilen B-ALL’li hastaların blastlarının 

apoptoz oranından düşük bulundu. Özellikle membransız kültür gruplarında 
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apoptozun düşük bulunması MKH’lerin hücre hücre teması ile blastların 

apoptozunda etkili olduğunu düşündürmüştür. Literatürdeki birçok çalışma 

sonucumuzu destekler niteliktedir. Yapılan çalışmalarda T-ALL’li blastların 

sağkalımında hücre hücre temasının önemli olduğunu ve bunu blastların yüzeyindeki 

lökosit fonksiyon-ilişkili antijen 1(LFA-1)’ in stromal hücrelerdeki hücreiçi adezyon 

molekülü (ICAM-1) ile bağlanması sonucu yaptığını göstermişlerdir (83, 123, 124). 

Tartışmalı olarak başka bir çalışmada ise T-ALL blastlarının sağkalımında 

interlökinlerin anahtar rol oynadığı öne sürülmüştür (125). Ancak sonuçlarımız da 

gösteriyor ki hücre teması olmayan, membranlı olarak kültüre edilen blastların 

sağkalımında tek başına sitokinler etkili değildir. Bu durum kemik iliği 

mikroçevresinin blastların sağkalımında kompleks ve dinamik ağlar kullandığını ve 

stromal hücrelerle blastların etkileşimlerinin önemli olduğunu ortaya koymaktadır.  

 

Geç apoptotik hücreler açısından yine membranlı ve membransız gruplar 

arasında anlamlı fark tespit edildi. Membransız gruptaki blastik hücrelerde sağkalım 

daha fazla iken membranlı gruptaki blastlar daha çok apoptoza gitmiştir. Ayrıca 

apoptoza gitme süreci açısından T-ALL’li ve B-ALL’li hastaların blastik hücreleri 

arasında da anlamlı fark vardı. Aynı süreçte apoptoza giden hücreler arasında T-

ALL’li hastaların blastik hücrelerinin çoğu geç apoptoz evresinde iken B-ALL’li 

hastaların blastlarının erken apoptoz evresinde olduğu saptandı. 

 

Flow sitometriyle apoptoz çalışmalarının ardından hasta ve sağlıklı bireylerin 

MKH’lerin de Wnt/β-katenin sinyal yolağının anahtar molekülü olan β-katenin’nin 

hücre içindeki eskpresyon seviyeleri belirlendi. Wnt sinyal yolağının kanser dahil 

birçok hastalıkta bozulduğu gösterilmiştir (126, 127). Kolorektal kanserler gibi solid 

kanserlerde iyice aydınlatılmış olan yolağın hematolojik hastalıklardaki rolü hala 

keşfedilmeyi beklemektedir. Özellikle ALL hücrelerinde Wnt yolağının MKH’ler 

tarafından aktive edildiği ve bu yolağın aktivasyonunun blastların apoptozunda etkili 

olduğu düşünülmektedir. MKH’lerin çeşitli Wnt ligandlarını eksprese ederek Wnt 

sinyal yolağını aktive ettiği gösterilmiştir (9). Çalışmamız kapsamında hasta ve 

sağlıklı bireylerden alınan MKH’lerde β-katenin ekspresyonu açısından fark olduğu 

saptanmıştır. Sitoplazmada bulunan, sinyal yokluğunda parçalanan β-katenin sinyal 

varlığında ise nukleusa geçerek transkripsiyonu başlatır. Sağlıklı vericilerin 
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MKH’lerinde sitoplazmik ekspresyon gösteren β-katenin hasta bireylerde nüklear 

ekspresyon gösterdi. Nuklear ekspresyon gösteren hasta gruplarında bu yolağın 

aktive olduğu tespit edildi. Wnt sinyal yolağında görevli olan Frizzled proteininde 

yapılan knockout çalışmaları sonrasında anormal B hücre gelişiminin saptandığı 

yapılan çalışmalarla da gösterilmiştir (128). Hasta bireyler arasında da membransız 

olarak kültüre edilen MKH’lerde nüklear ekpresyonun membranlı olarak kültüre 

edilen hasta MKH’lerinden daha fazla olduğu görüldü. Membransız hücre 

gruplarında Wnt/β-katenin sinyal yolağının daha fazla aktive olması, blastların 

sağkalımının membransız hücre gruplarında daha yüksek olması MKH’lerin 

blastların apoptozunda Wnt/β-katenin sinyal yolağını kullanımını doğrular 

niteliktedir. 

 

MKH’lerde β-katenin ekspresyonuyla birlikte apoptotik proteinlerden Bcl-2, 

Bax ve Kaspaz 3’ün ekpsresyonları immunositokimyasal yöntemle belirlendi. 

Literatüre bakıldığında genellikle blastik hücrelerin sağkalımı ya da apoptozu 

incelenmiş ancak lösemide hem Wnt/β-katenin sinyal yolağının çalışıldığı hem de 

MKH’lerin apoptozuna bakıldığı çalışmalara oldukça az rastlanmıştır. Bu konudaki 

bilgiler oldukça sınırlı olmakla birlikte çalışmamız sonucunda membranlı ve 

membransız olarak kokültüre edilen MKH’lerde bu proteinlerin ekspresyonu 

açısından farklar olduğu saptandı. Üç proteinin ekspresyonunun özellikle membranlı 

olarak kokültüre edilen MKH’lerde daha fazla olduğu görüldü. Yapılan bir çalışmada 

hipoksik ortamda MKH’lerde Bax ve Bcl-2’nin ekspresyonlarının arttığı 

gösterilmiştir (129). Başka bir çalışmada ise Wnt sinyal yolağının apoptozisi 

engellediği bulunmuştur (130). Karşıt olarak triple negatif meme kanserli hastalarda 

yapılan çalışmada Wnt sinyal yolağının proliferasyonu ve farklılaşmayı inhibe ettiği 

ve apoptozu indüklediği bildirilmiştir (131). Membransız kültüre edilen MKH’lerde 

aktive olan Wnt/β-katenin sinyal yolağının MKH’lerin apoptoza gitmelerini önlemiş 

olabileceği, yolağın aktive olmadığı membranlı hücre gruplarında ise apoptoza 

önemli bir etkisi olmadığından hücrelerin daha fazla apoptoza gittikleri 

düşünülebilir. Bax, Bcl-2 ve Kaspaz ekspresyonlarının değişmesi mitokondri aracılı 

(intrinsik) apoptoz yolağının etkili olduğunu göstermektedir. 
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Sonuç olarak çalışmamızda; akut lenfoblastik lösemili hastaların ve sağlıklı 

bireylerin MKH’lerinin, blastlarla kokültüre edildiğinde, hücre-hücre temasının 

lösemik hücrelerin sağkalım oranlarını artırdığı ve apoptoz oranlarını düşürdüğü 

ortaya konmuştur. Bu etkileşimde Wnt/β-katenin sinyal yolağı aracılı 

mekanizmaların etkili olabileceği yönünde pozitif bulgular elde edilmiştir. 

6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

Tez çalışması kapsamında aşağıda sıralanan sonuçlara varılmıştır: 

 

 Kemik iliği örneklerinden plastik yüzeye yapışabilen stromal hücreler 

geliştirildi ve in vitro da çoğaltıldı. Çoğaltılan hücrelerin morfolojik 

özellikleri ve farklılaşma potansiyelleri incelendi. Hücrelerin iğsi ve adezif 

yapıda olduğu, in vitro ortam koşullarında adipojenik ve osteojenik 

farklılaşma potansiyeli taşıdıkları gösterildi. Bu hücrelerin MKH’ ler olduğu 

kanıtlandı. 

 

 Flow sitometride apoptozis tayini için yapılan analizler sonucunda blastik 

hücrelerin apoptotik oranları ve canlı kalma oranları belirlendi. Belirlenen bu 

değerler istatistiksel olarak analiz edildi ve istatistiksel açıdan anlamlı farklar 

bulundu. 

 

 Apoptozise giden toplam hücre oranları değerlendirildiğinde; membransız ve 

membranlı gruplar arasında farklılık olduğu saptandı. Membransız grupların 

daha az oranda apoptozise gittiği blastik hücrelerin çoğunun canlı kaldığı 

belirlendi.  

 

 Hasta ve sağlıklı bireylerde apoptoza giden toplam hücre değerlerinin benzer 

olduğu dolayısıyla MKH’lerin blastlarla etkileşimi açısından, MKH’nin hasta 

ya da sağlıklı bireyden olması arasında anlamlı bir fark olmadığı saptandı. 

 

 T ALL’li hastaların membransız kültürlerinde elde edilen toplam apoptotik 

hücre oranları B ALL’ i hastalara göre anlamlı düzeyde daha düşük bulundu.  
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 Kokültüre edilen MKH’lerde β-katenin protein ekspresyonun olup olmadığını 

görmek için yapılan immunositokimya çalışmaları sonucunda hasta bireyler 

ve sağlıklı bireylerde proteinin ekspresyonu açısından fark bulundu.  

 

 Hasta bireylerin MKH’leri nukleusta β-katenin ekspresyonu gösterirken 

sağlıklı bireylerin MKH’lerinin sitoplazmada ekspresyon gösterdiği 

belirlendi. Kantitatif olarak yapılan değerlendirmelerde nükleer ekspresyonun 

membransız hasta MKH’lerinde daha fazla olduğu gözlendi. 

 

 Antiapoptotik proteinlerden Bcl-2 ekspresyonu için membranlı ve 

membransız gruplar arasında fark olduğu membranlı ve hasta bireyden alınan 

MKH’lerin daha yüksek ekspresyon gösterdiği belirlendi. 

 

 Kaspaz 3 ve Bax ekspresyonlarının, membranlı olarak kokültüre edilen hasta 

MKH’lerinde daha fazla, membransız gruplarda ise daha az olduğu 

saptanmıştır. 

 

 Elde ettiğimiz bu sonuçlar; MKH’ lerin hücre-hücre kontağı kurarak ALL’ de 

artan blastik hücrelerin apoptozisini engelleyici etkilere sahip olduğunu 

göstermiştir. Bu etkilerini de hasta bireylerin membransız olarak kokültüre 

edilen MKH’ lerinde aktive olan Wnt sinyal yolağıyla gerçekleştirdiği 

düşünülebilir. Böylece blastik hücrelerin mikroçevre kaynaklı desteğini 

bozmak için Wnt sinyal yolağının hedeflenmesi potansiyel bir terapötik 

strateji olarak değerlendirilebilir. Fakat in vitro da yapılan deneylerin 

genişletilerek in vivo deneylerle desteklenmesi gerekmektedir.  
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